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El coactivador transcripcional PGC-1 un regulador clave del metabolismo celular, está implicado en 
la inducción de los sistemas de protección frente a estrés oxidativo de origen mitocondrial. El objetivo del 
estudio fue conocer la relevancia fisiopatológica de PGC-1 en la función hepática, definiendo sus 
mecanismos de acción a nivel molecular y valorando su implicación en la patología hepática asociada a la 
disfunción metabólica.  
En la primera parte del estudio se identificó a la proteína TLS, como un cofactor de PGC-1 en la 
regulación de la expresión de los genes que codifican las proteínas implicadas en los procesos de protección 
frente a estrés oxidativo de origen mitocondrial. Además, se determinó que la actividad de TLS está en 
general muy reducida en ausencia de PGC-1. Este descubrimiento tiene una especial relevancia ya que 
permite establecer un vínculo funcional entre la respuesta al daño genotóxico mediada por TLS y el daño 
oxidativo asociado al síndrome metabólico dónde PGC-1 se encuentra inactivo.  
La segunda parte del estudio se centró en el problema clínico que existe en el trasplante hepático 
debido a la falta de donantes y a la necesidad de descartar gran parte de los hígados donados por presentar 
esteatosis. La esteatosis no sólo hace que aumente mucho el nivel de daño hepático tras el trasplante, sino que 
también hace que el hígado sea insensible a tratamientos que le protegen frente a la lesión, como es el caso del 
precondicionamiento isquémico que mejora la respuesta al trasplante en los hígados sanos. Nuestro trabajo 
muestra que la activación de PGC-1 es un proceso fundamental que ocurre durante la respuesta del hígado a 
la lesión por isquemia-reperfusión y es necesaria durante el precondicionamiento isquémico, probablemente 
porque permite la inducción de los sistemas de protección frente a las especies reactivas de oxígeno, uno de 
los causantes de la lesión. También muestra que PGC-1 está inactivo en el hígado esteatótico y que además 
no se induce tras el precondicionamiento isquémico, sugiriendo que la baja actividad de PGC-1 es lo que 
determina la mala respuesta del hígado esteatótico al trasplante hepático. Esta observación permite proponer 
a PGC-1 como diana terapéutica, cuya activación en los hígados donados, podría facilitar el uso de hígados 
esteatóticos en el trasplante hepático.  
Este trabajo por tanto ha cumplido bien los objetivos propuestos, sirviendo para proponer a PGC-
1 como un elemento clave en la fisiopatología hepática describiendo los mecanismos implicados y abriendo 




The transcriptional coactivator PGC-1 is a master regulator of oxidative metabolism and 
mitochondrial function that regulates the expression of genes involved in the detoxification of reactive 
oxygen species of mitochondrial origin. The main goal of this project was to get insight into the physiological 
role of PGC-1 in the liver, identify molecular partners and characterize the regulatory circuits involved. 
The first part of the study identified TLS as a functional cofactor of PGC-1 in the regulation of 
antioxidant genes. Furthermore, we determined that TLS activity is to a large extent dependent on PGC-1. 
This result is particularly relevant since it suggests that there is a functional link that makes the response to 
genotoxic damage mediated by TLS dependent on the activity of PGC-1 and hence on the metabolic status 
of the cell. 
The second part of the study focused on an important clinical problem, liver transplant. The number 
of donor livers is insufficient to cover the needs for liver transplants, which drives the use of suboptimal 
livers, like those that have an important accumulation of fat (fatty liver/steatotic liver). The steatosis makes 
the liver more sensitive to the damage that results from the ischemia-reperfusion process (I/R) but also 
makes it less responsive to preconditioning protocols that normally make the livers more resistant to I/R 
damage. Our study shows that the activation of PGC-1 in response to I/R is necessary to protect the liver 
from I/R damage and mediates the activation of protection mechanisms following the ischemic 
preconditioning protocol. It also suggests that the reduced activity of PGC-1 in the steatotic liver could be 
responsible for its increased sensitivity to I/R damage and poor response to preconditioning protocols. These 
observations allow us to propose PGC-1 as a relevant therapeutic target whose activation in the donor livers 
could facilitate the clinical use of steatotic livers for transplantation. 
Therefore, we believe this study has adequately addressed the objectives initially proposed and it has 
identified PGC-1 as a key element in hepatic physiology, providing relevant insight into the mechanisms 
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ADN Ácido desoxirribonucleico 
ADNc Ácido desoxirribonucleico complementario 
ADP Adenosín difosfato 
Akt Proteína quinasa B  
AMPc Adenosín monofosfato cíclico 
AMPK Quinasa activada por AMP 
ARN Ácido ribonucleico 
ARNm Àcido ribonucleico mensajero 
-actina eta-actina 
ATP Adenosín trifosfato 
Ca2+ Calcio 
CaMKII  Calcium calmodulin-dependent protein kinase II   
Cat Catalasa 
ChIP Inmunoprecipitación de cromatina (del inglés chromatin inmunoprecipitation) 
CM-H2DCFDA 5-clorometil-2’7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato acetil ester 
Cn Calcineurina 
CO2 Dióxido de carbono 
CoQ Coenzima Q 
CTE Cadena de transporte electrónico 
Cyt C Citocromo C 
CsA Ciclosporina A 
DMEM Medio Eagle modificado por Dulbecco 
DMNQ 2,3-Dimetoxi-1-naftoquinona 
EHA Estetatosis hepática alcoholica  
EHNA Estetatosis hepática no alcoholica  
EDTA Ácido etilen-diamino-tetracético 
eNOS Sintasa de óxido nítrico endotelial (del inglés endotelial nitric oxide ssynthase) 
ERR- Receptor nuclear relacionado con el receptor de estrógenos  
FAO Línea celular de hepatoma de rata 
FADH2 Forma reducida del dinucleótido de flavina-adenina (FAD) 
FoXO Subfamilia O de factores de transcripción de la familia Forkhead 
FUS Fused in sarcoma 
GPX Glutatión peroxidasas 
GPT Glutamate Pyruvate Transaminase 
GOT Glutamyl Oxaloacetic Transaminase 
GSH Glutation 
GSSG Disulfuro de glutation  
GST Glutation S-transferasa 
h  Horas 
HA Hemaglutinina 
HE Hígado esteatótico (hígado graso) 
H2O Agua 
H2O2 Peróxido de hidrógeno 
HEK-293A Células embrionarias humanas de riñón 
HIF-1α Factor inducible por hipoxia (del inglés hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit)  
HNF-4 α Factor nuclear de hepatocito 4α 
HRP Peroxidasa de rábano picante (del inglés horseradish peroxidase) 




LXR Factor nuclear X hepático (del inglés Liver X receptor alpha)  
Clave de Abreviaturas 
4 
 
MEF Fibroblastos embrionarios de ratón 





MnSOD Manganeso superóxido dismutasa 
NAD+ Dinucleótido de nicotinamida adenina  
NADH Forma reducida del NAD+ 
NFAT Factor nuclear de células T activadas (del inglés nuclear factor of activated T cells) 
NF-Kβ  nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells 
NO Óxido nítrico 
NOX NADPH Oxidasas 
NRF Factor de respiración nuclear (del inglés Nuclear Respiratory Factor) 
O2 Oxígeno molecular 
O2.- Anión superóxido 
OH- Anión hidroxilo 
ONOO- Peroxinitrito 
OXPHOS Sistema de fosforilación oxidativa mitocondrial  
p38 MAPK Proteína quinasa activada por mitógeno p38 
PBS Tampón fosfato salino 
PCI Precondicionamiento isquémico 
PCR Reacción en cadena de la polimerasa 
PFA Paraformaldehido 
PGC-1α Peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1-α 
PGC-1α+/+ Cepa silvestre, control de referencia  
PGC-1α-/- Ratones deficientes en la proteína PGC-1  
PPAR Peroxisome proliferator-activated receptor 
PRC PGC-1-related coactivator 
Prx Peroxirredoxina 
PTPm Poro de transición de la permebilidad mitocondrial 
qPCR PCR en tiempo real o cuantitativa 
RS Región rica en residuos de serina y arginina 
RRM Dominio de reconocimiento del ARN 
RNS Especies reactivas de nitrógeno (del inglés Reactive Nitrogen Species) 
ROS Especies reactivas de oxígeno (del inglés Reactive Oxigen Species) 
s  Segundo 
SDS Dodecil sulfato sódico 
SFB Suero fetal de origen bovino 
shARN ARN de interferencia con horquilla (del inglés small hairpin ARN) 
SNC Sistema nervioso central 
SOD Superóxido dismutasa 
SIRT Sirtuinas, familia de enzimas deacetilasas (del inglés silent information regulator 2) 
TCA Ciclo de los ácidos tricarboxílicos 
TFAM  Mitochondrial transcription factor A 
TLS Translocated in liposarcoma 
TLS-/- Células deficientes en  la expresión de TLS 
TrxR Tiorredoxina reductasa 
Trx Tiorredoxina 
UCPs Proteínas desacoplantes 
VEGF Factor de crecimiento endotelial vascular (del inglés vascular endothelial growth factor) 






















































LAS ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO Y EL ESTRÉS OXIDATIVO 
 La cadena de transporte electrónico 
La respiración celular es el proceso molecular mediante el cual, las células consumen O2 y producen 
CO2. La energía liberada en este proceso se conserva en forma de equivalentes reductores en las moléculas 
NADH y FADH2. La respiración celular tiene lugar en las mitocondrias, donde se localizan todas las enzimas 
y las proteínas necesarias para llevar a cabo la denominada fosforilación oxidativa (Saraste, 1999), que permite 
generar Adenosin trifosfato (ATP) utilizando la energía liberada del transporte electrónico a partir del NADH 
o del FADH2 al O2, para generar H2O. Este proceso está mediado por una serie de transportadores 
electrónicos formados por flavoproteínas, proteínas hierro-sulfuro, ubiquinonas y citocromos, que se 
encuentran situados en la membrana interna de la mitocondria y que actúan secuencialmente, formando lo 
que se conoce como, cadena de transporte electrónico (CTE). Mediante este proceso las mitocondrias pueden 
suministrar la mayor parte de la energía necesaria para la actividad y la supervivencia celular, actuando como 











Figura 1. Cadena de transporte electrónico. Los electrones son cedidos por el NADH al  complejo I 
(NADH-ubiquinona oxidorreductasa o NADH Deshidrogenasa) y por el FADH2 al complejo II (succinato 
ubiquinona oxidoreductasa o succinato deshidrogenasa). A continuación, los electrones pasan a la coenzima 
Q (coQ) y desde allí son transferidos sucesivamente al citocromo b, que se encuentra en el complejo III 
ubiquinona-citocromo c oxidorreductasa o citocromo bc1), desde donde son cedidos al citocromo c1 y 
posteriormente al citocromo C (Cyt C). El Cyt C reduce a su vez al citocromo a3 en el complejo IV 
(citocromo oxidasa), el cual finalmente reduce el O2 para formar H2O. El transporte electrónico está acoplado 
al bombeo de protones (H+) hacia el espacio intermembrana lo que establece un gradiente de potencial en la 
membrana mitocondrial interna. El flujo de H+ de vuelta a la matriz, dirige la síntesis de ATP a partir de 
adenosín difosfato (ADP) y fosfato inorgánico (Pi) mediante la ATP sintasa (complejo V). Adaptado de 
(Nijtmans et al, 2004). 
 
 Generación de las especies reactivas de oxígeno (ROS) 
El metabolismo mitocondrial es el responsable de la producción de la mayor parte de los ROS en la 
célula, debido a la generación de electrones desapareados en la CTE. Se estima que el 98% de los electrones 
























electrones derivados del NADH o del FADH2  se pierden al reaccionar directamente con el oxígeno, que por 
tanto no se reduce por la citocromo c oxidasa, para formar H2O, dando lugar a la generación de anión 
superóxido (O2.-) (Loschen et al, 1971; Boveris et al, 1972; Chance et al, 1979; Staniek & Nohl, 2000; St-Pierre 
et al, 2002). La mayor parte del O2.- es eliminado, por acción de las enzimas superóxido dismutasas (SOD) en 
una reacción que tiene como producto el peróxido de hidrógeno (H2O2) (Boveris et al, 1972; Loschen et al, 
1974; Cadenas et al, 1977; Liochev & Fridovich, 2000). El H2O2 resulta muy tóxico para la célula, dado que en 
presencia de metales bivalentes reducidos, como el hierro, a través de la reacción de Fenton, da lugar al anión 
hidroxilo (OH-) que es altamente reactivo (Giulivi et al, 1995; Jang & Imlay, 2007). 
Existe cierta controversia sobre la contribución a la generación de los ROS de los diferentes 
complejos de la CTE (St-Pierre et al, 2002; Chen et al, 2003), aunque la mayor parte de los autores está de 
acuerdo en que la generación de los ROS ocurre fundamentalmente en los complejos I y III de la CTE 
(Kushnareva et al, 2002; Liu et al, 2002; Chen et al, 2003; Turrens, 2003; Le et al, 2007; Lambert & Brand, 
2009; Fedeles et al, 2011; Pramanik et al, 2011; Selivanov et al, 2011). 
Los ROS se definen como moléculas portadoras de un electrón desapareado (Gutteridge & Halliwell, 
2000). Son altamente reactivos, dado que tienden a robar un electrón de moléculas estables, con el fin de 
alcanzar su estabilidad electroquímica. Una vez que el radical libre ha conseguido sustraer el electrón que 
necesitaba para aparear su electrón libre, la molécula estable que se lo cede, se convierte a su vez, en un nuevo 
radical libre, por quedar con un electrón desapareado, iniciándose así una verdadera reacción en cadena 
(Cadenas, 2004; Valko et al, 2005). 
Los ROS son moléculas con carga, lo que impide su libre difusión a través de la célula. Sin embargo, 
la acción del O2.- generado en la mitocondria, puede extenderse por toda la célula a través del H2O2, que 
aunque estrictamente hablando, no se puede incluir dentro de los ROS, se tiende a considerar como tal, 
debido a su capacidad para generar HO-. La toxicidad de los ROS hace que la célula intente controlar su 
formación y su eliminación. Además, los ROS actúan como mediadores y moduladores de la señalización 
celular y regulan procesos biológicos relevantes como la proliferación y diferenciación celular, además de 
mediar en la actividad del sistema inmune (Naik & Dixit, 2011; West et al, 2011) y la homeostasis vascular, 
entre otros ejemplos (Elahi & Matata, 2006; Miller et al, 2006; Satoh et al, 2011; Widlansky & Gutterman, 
2011). Cuando en la célula se produce un aumento anormal en los niveles de ROS se genera lo que se conoce 
como estrés oxidativo. 
Los ROS pueden reaccionar también con otras moléculas, como el óxido nítrico (NO), dando lugar a 
las denominadas especies reactivas de nitrógeno (RNS) (Brown & Borutaite, 2001) fundamentalmente, el 
peroxinitrito (ONOO-), lo que contribuye a la reducción de la biodisponibilidad del NO y causa el 
denominado, estrés nitrositivo (Elahi et al, 2007), que  es capaz de alterar la estructura y la función de las 




reactivas de oxígeno como el ácido hipocloroso (HOCl) dado su abundancia y su capacidad de generar otros 
ROS (Stocker et al, 2004).  
 Estrés oxidativo 
Es consecuencia de un desequilibrio entre la producción de ROS y su eliminación por los sistemas de 
detoxificación celular (Griendling & FitzGerald, 2003; Szocs, 2004). El estrés oxidativo produce daño directo 
sobre todos los componente celulares, pudiendo provocar peroxidación lipídica (Ott et al, 2007; Paradies et 
al, 2009), oxidación de proteínas y azúcares (Stadtman, 2006), daño en el ARN y mutaciones en el ADN 
mitocondrial y en el ADN nuclear (Bohr, 2002; Maynard et al, 2010). Así mismo, los ROS producen un 
deterioro del proceso de fosforilación oxidativa y alteraciones en la señalización celular, que pueden activar 
los procesos apoptóticos, al provocar un aumento en la generación de mediadores proapoptóticos y al facilitar 
la apertura del poro de transición de la permeabilidad mitocondrial (mPTP) (Valko et al, 2006; Lambert & 
Brand, 2009). Además, un exceso de ROS, también provoca alteraciones en la proliferación y la diferenciación 
celular y favorece la entrada en senescencia y la inmortalización celular (Shibanuma et al, 1995; Sundaresan et 
al, 1995; Davies, 1999; Doudican et al, 2005).  
Una de las causas que puede contribuir al aumento en la producción de ROS mitocondriales es la 
presencia de sustancias químicas con capacidad de inhibir la actividad de alguno de los complejos de la CTE. 
Uno de los ejemplos mejor caracterizado es la rotenona, un inhibidor del complejo I que es utilizado como 
insecticida en los cultivos biológicos y que se ha asociado al desarrollo de la enfermedad de Parkinson (Sherer 
et al, 2007).  
Otro de los motivos que contribuyen a la producción de ROS, es la aparición de mutaciones en las 
proteínas mitocondriales. Las más frecuentes son aquellas que afectan a las proteínas codificadas por el  ADN 
mitocondrial y que forman parte de los complejos de la CTE. Los efectos de las mutaciones son muy 
variados, pero es muy común observar tanto, una reducción en la producción de ATP, como, un aumento en 
la producción de ROS mitocondriales (Pitkanen & Robinson, 1996; Duchen, 2004; Gonzalo et al, 2005; Li et 
al, 2008; Birket et al, 2009).  
El ADN mitocondrial es más sensible al daño oxidativo que el ADN nuclear. Se ha estimado que los 
ROS producen diez veces más mutaciones en el ADN mitocondrial que en el ADN nuclear (Baysal et al, 
2000). La mayor vulnerabilidad a mutaciones en el ADN mitocondrial inducidas por estrés oxidativo podría 
deberse o bien, a que el ADN mitocondrial está más expuesto a los ROS generados en la mitocondria al 
carecer de las histonas protectoras, o a la menor eficiencia de los sistemas de reparación del ADN 
mitocondrial (Clayton et al, 1974; Yakes & Van Houten, 1997; Croteau et al, 1999).  
Las alteraciones metabólicas como, la esteatosis hepática inducida por alcohol, la estatosis no 
alcohólica, la diabetes o la obesidad, también son generadoras de una gran cantidad de ROS (Wu & 




La excesiva producción de ROS en la mitocondria representa tan sólo el primer paso de una cascada, 
que tiene como consecuencia, la activación secundaria de otras fuentes productoras de ROS que incluyen a la 
familia de las NADPH oxidasas (NOX) (Babior, 1995; Segal & Shatwell, 1997), la xantina oxido-reductasa 
(Scotland et al, 2001), las óxido nítrico sintasas inducibles, las lipooxigenasas y las ciclooxigenasas (Szocs, 
2004; Grobe et al, 2006; Singh & Jialal, 2006; Elahi et al, 2009).  
 Patologías asociadas al estrés oxidativo  
El estrés oxidativo afecta principalmente a aquellos tejidos que tienen una actividad metabólica 
elevada, como el músculo esquelético, el corazón, el hígado o el sistema nervioso central o  muy expuestos a 
cambios en la situación metabólica, como es el caso del páncreas y del endotelio vascular, desencadenando el 
desarrollo de diversas patologías entre las que cabe destacar: 
Enfermedades neurodegenerativas: 
La enfermedad de Parkinson, la enfermedad de Alzheimer y la enfermedad de Huntington son 
enfermedades neurodegenerativasque tienen una característica común: el deterioro del metabolismo 
energético mitocondrial en las células (Uttara et al, 2009). En el caso de la enfermedad de Parkinson aparece 
de forma presintomática una reducción en la actividad del complejo I y un aumento en la producción de los 
ROS (Winklhofer & Haass, 2010). La etiología de la enfermedad de Alzheimer es compleja, pero está muy 
establecido la existencia de un componente de disfunción vascular, lo que reduce el oxígeno disponible 
generando en las neuronas una situación de hipoxia, que favorece la formación de ROS mitocondriales a nivel 
del complejo III (Carvalho et al, 2009). En la enfermedad de Huntigton, la proteína mutante interacciona e 
inactiva reguladores claves de metabolismo oxidativo, como PGC-1α (Peroxisome proliferator–activated receptor  
coactivator-1) lo que genera una situación de estrés oxidativo (Milakovic & Johnson, 2005; Turner & Schapira, 
2010). 
Ateroesclerosis:  
En pacientes con ateroesclerosis, es frecuente observar la presencia de estrés oxidativo acompañado 
de un nivel alto de mutaciones en el ADN mitocondrial (Ballinger et al, 2002), niveles reducidos de MnSOD 
(Fujimoto et al, 2008), así como, alteraciones en la homeostasis mitocondrial y el potencial de membrana 
(Widlansky & Gutterman, 2011). 
Alteraciones asociadas a la diabetes: 
Los niveles altos de glucosa causan estrés oxidativo mitocondrial, implicado en el desarrollo de las 
complicaciones asociadas a la diabetes (Giacco & Brownlee, 2010), causando entre otros, daño en las células 
β-pancreáticas (Brownlee, 2003), acumulación de triglicéridos en modelos animales de diabetes tipo I y II 
(Zhou et al, 2000b;Thandavarayan et al, 2009), retinopatía, daño renal y es un factor de riesgo para el 






Hay diversos estudios que relacionan el envejecimiento con el estrés oxidativo, una de las teorías que 
prevalece sostiene que, la disfunción mitocondrial y el daño al ADN mitocondrial, debido al incremento de 
los ROS, es determinante en el envejecimiento y en la reducción de la esperanza de vida (Harman, 1972; 
Trifunovic et al, 2004; Trifunovic et al, 2005; Conley et al, 2007). Los estudios más recientes que apoyan esta 
teoría muestran que, el envejecimiento prematuro puede ser reversible y se puede prevenir en condiciones de 
restricción calórica y con el ejercicio físico, promoviendo la biogénesis mitocondrial, la respiración y 
reduciendo los ROS mitocondriales, un proceso probablemente asociado a la actividad de PGC-1α. Además, 
proponen que, la longitud telomérica y la actividad telomerasa celular está regulada por los ROS y por último, 
que la capacidad regenerativa y la diferenciación de células madre está muy influenciada por los ROS 
(Civitarese et al, 2007; Guarente, 2008; Wenz et al, 2009; Sahin et al, 2011). 
Cáncer:  
Está bien establecido que los ROS promueven la proliferación y están implicados en el desarrollo del 
tumor (Ishikawa et al, 2008; Kumar et al, 2008) aunque la contribución de los ROS mitocondriales en el 
desarrollo y la progresión del tumor aún permanece sin esclarecer (Chatterjee et al, 2011).  
Lesión tisular por isquemia-reperfusión (IR): 
La lesión por IR se produce debido a una interrupción del flujo sanguíneo con la consiguiente 
pérdida de acceso a nutrientes y oxígeno. Como consecuencia del restablecimiento del flujo, se produce una 
gran cantidad de ROS en la mitocondria lo que afecta negativamente a la viabilidad celular (Jassem & Heaton, 
2004; Montalvo-Jave et al, 2008). 
La relevancia de las patologías asociadas al estrés oxidativo hace necesario el estudio de los 
mecanismos moleculares a través de los cuales, la célula controla y regula la producción de los ROS, para 
facilitar el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 
 Sistemas de protección antioxidante 
Debido a los efectos perjudiciales de los ROS, la célula ha desarrollado complejos sistemas de 
protección para limitar su producción y su acumulación en distintos compartimentos celulares, como son la 
mitocondria, la membrana plasmática, el citosol y los peroxisomas. Estos sistemas proporcionan protección 
frente a la toxicidad de los ROS, mediante diferentes estrategias, como, la conversión de ROS en moléculas 
menos reactivas, a través del proceso conocido como “scavenging” o mediante mecanismos que previenen la 
reacción de determinados ROS, para dar lugar a formas más reactivas (Powers & Lennon, 1999). Se 
denominará sistema de detoxificación al grupo de proteínas responsables principalmente de controlar la 





Superóxido dismutasas (SOD) 
Son las enzimas que actúan en primer lugar sobre el O2.- derivado del metabolismo mitocondrial, 
catalizando su dismutación en H2O2 (Powers & Lennon, 1999; Oberley, 2005). En mamíferos, se han 
identificado tres  clases de SOD. La enzima SOD1 o Cu/Zn-SOD que se localiza en el citosol, en el espacio 
intermembrana tiene como cofactor dos átomos metálicos, uno de Cu  y otro de Zn (Crapo et al, 1992). La 
SOD2 o MnSOD que se localiza en la matriz mitocondrial y tiene como cofactor Mn (Wan et al, 1994). La 
SOD3 o Ec-SOD (extracelular) se encuentra localizada en la membrana citosólica con el sitio activo 
orientado hacia la matriz extracelular y tiene como cofactor al Cu o Ni (Oury et al, 1996).La falta de expresión 
de la enzima MnSOD se ha asociado con procesos de neurodegeneración, diabetes, miocardiopatías y elevada 
mortalidad neonatal (Lebovitz et al, 1996; Flekac et al, 2008; Fujimoto et al, 2008).  
Catalasa (Cat) 
Cataliza la descomposición del H2O2 en H2O y O2 (Goth et al, 2004; Schriner et al, 2005) previniendo 
la formación del radical HO- por la reacción de Fenton (Giulivi et al, 1995; Jang & Imlay, 2007). Se encuentra 
localizada en los peroxisomas, donde está implicada en la eliminación del H2O2, procedente de la 
peroxidación lipídica de ácidos grasos de cadena larga. La deficiencia en la actividad de la catalasa está 
asociada con patologías relacionadas con el estrés oxidativo, como el cáncer, diabetes, hipertensión y 
alteración en el metabolismo de lípidos, carbohidratos y homocisteína (Goth et al, 2004). La sobreexpresión 
de la catalasa en ratones transgénicos aumenta la tolerancia en la lesión por IR y al estrés oxidativo inducido 
por agentes oxidantes (Ho et al, 1998; Robin et al, 2007).  
Peroxirredoxinas 
Es una familia de proteínas con capacidad para reducir directamente los hidroperóxidos como el 
H2O2. En mamíferos se han descrito al menos 6 miembros con distinta localización subcelular: Prx1, Prx2 y 
Prx6 se localizan en el citoplasma, Prx4 en el retículo endoplásmico, Prx3 en la mitocondria y Prx5, que 
contiene tres isoformas generadas por splicing alternativo, se encuentran una, en la mitocondria, otra, en los 
peroxisomas y otra, en el núcleo (Cox et al, 2010). La sobreexpresión de Prx3 disminuye la acumulación de 
los ROS y la peroxidación lipídica haciendo que la célula sea más resistente a inductores de la apoptosis, 
mediada por los ROS como son la exposición al H2O2, el factor de necrosis tumoral (TNF-α) a las drogas 
productoras de ROS y a la hipoxia (Nonn et al, 2003; Chang et al, 2004; Chen et al, 2008). La forma 
mitocondrial de Prx5 previene la formación de peróxidos el daño genotóxicoy la apoptosis mientras que, su 
deficiencia produce niveles elevados de carbonilación, daño genotóxico e hipersensibilidad al H2O2, a la 
irradiación y a los tóxicos de origen mitocondrial (Zhou et al, 2000a; Banmeyer et al, 2004; Banmeyer et al, 
2005; Kropotov et al, 2006; De Simoni et al, 2008).  
Tiorredoxinas (Trx) 
Las enzimas Tiorredoxina (Trx) y Tiorredoxina reductasa (TrxR), son dos enzimas oxidoreductasas. 




NADPH2 (Mustacich & Powis, 2000). Ambos tipos de enzimas tienen formas mitocondriales denominadas 
Trx2 y TrxR2 que actúan junto con Prx3 y Prx5 para eliminar el H2O2 y el O2.- generado en la mitocondria 
por la SOD2 (Watabe et al, 1997; Gasdaska et al, 1999; Lee et al, 1999; Seo et al, 2000; Tien Nguyen-nhu & 
Knoops, 2003; Matsushima et al, 2006).La deficiencia a nivel cardiaco de TrxR2 produce en el ratón una 
cardiomiopatía similar a la observada en la ataxia de Friederich, asociada generalmente a una situación de 
estrés oxidativo mitocondrial (Conrad et al, 2004).  
El sistema del glutation  
El glutation (GSH) es un tripéptido con capacidad para reducir enlaces disulfuro. Los ROS son 
reducidos por el GSH en presencia de las glutatión peroxidasas (GPX), como resultado, el GSH se oxida a 
disulfuro de glutation (GSSG) y es rápidamente reducido de nuevo a GSH por la glutatión reductasa (GR) a 
expensas del NADPH. La depleción de GSH ha sido asociada entre otras, a la enfermedad del alzheimer 
(Boyd-Kimball et al, 2005). Alteraciones en el metabolismo del glutatión son también frecuentes en distintos 
tipos de cáncer (Chow et al, 2007; Han & Park, 2009).  
Proteínas desacoplantes (UCPs) 
Las UCPs son canales protónicos de la membrana interna mitocondrial cuya función biológica es la 
disipación controlada del gradiente de protones. A través de estos canales, los protones pueden retornar a la 
matriz mitocondrial desde el espacio intermembrana, sin pasar por la ATPsintasa (Klingenberg et al, 1999), 
por lo que se produce  un desacoplamiento entre el consumo de oxígeno y la generación de ATP (Krauss et 
al, 2005). Este proceso acelera la respiración y permite una mayor disipación energética en forma de calor. 
Dado que la producción de O2.- está estrechamente relacionada con al gradiente protón-motriz generado en la 
CTE, se ha propuesto que el desacoplamiento de la respiración mediado por las UCPs puede reducir la 
producción mitocondrial de O2.- y por tanto, la generación de ROS (Vidal-Puig et al, 2000; Duval et al, 2002; 
Echtay et al, 2002). La sobreexpresión de UCP-2, reduce la peroxidación lipídica en el cerebro (Horvath et al, 
2003) y protege a las neuronas dopaminérgicas frente a agentes oxidantes inductores del Parkinson (Conti et 
al, 2005). UCP-2 se induce en respuesta a la acumulación de ROS y previene la lipotoxicidad que ocasiona la 
acumulación de ácidos grasos en la matriz (Echtay et al, 2002) que ocurre por ejemplo en pacientes con 
hígado graso. Además, cabe destacar que UCP-2 parece estar implicado en el desarrollo precoz de la obesidad 
(Wang et al, 2007). 
Además de estos complejos sistemas proteínicos, existen  múltiples moléculas orgánicas que 
participan en la defensa antioxidante, entre las que cabe destacar: el ascorbato, el piruvato, los flavonoides y 
los carotenoides (Finkel & Holbrook, 2000). 
En condiciones fisiológicas existe un equilibrio en la célula entre los niveles de producción y de 
eliminación de los ROS, lo que permite mantener la homeostásis celular. (Fig. 2). Sin embargo, en 
condiciones patológicas, este equilibrio se descompensa hacia un incremento en los niveles de ROS, que hace 




son los mecanismos que regulan los sistemas de detoxificación mitocondrial y los motivos por los que se 
pierde el equilibrio en condiciones patológicas, de esta manera, nos permitirá entender, no sólo que 










Figura 2. Producción y eliminación de ROS. El O2· − se genera en la CTE o como resultado de la 
actividad de las NOX. Las células disponen de un complejo sistema de defensa para eliminar los ROS 
generados como consecuencia del metabolismo mitocondrial. Entre sus componentes enzimáticos se 
encuentran las superóxido dismutasas (SOD), la catalasa, las glutation peroxidasas (GPx), las glutation 
reductasas (GR), las peroxirredoxinas (Prx), las tiorredoxinas (Trx) y tiorredoxinas reductasas (TrxR). La 
regeneración del glutation reducido (GSH) a través de las GR y del Trx reducido (a través de TrxR) depende 
del NADH. El HOCL puede reaccionar con el O2· − para generar OH.. El OH. también se puede generar a 
partir del H2O2 por la reacción de Fenton, con metales bivalentes como el Fe2+. Los ROS pueden reaccionar 
también con otras moléculas, como el óxido nítrico (NO), dando lugar a las denominadas especies reactivas 
de nitrógeno (RNS). En amarillo se representan los ROS derivados de O2 y en negro las proteínas implicadas 
en la detoxificación de los ROS. 
 
PGC-1 
Se identificó inicialmente en un ensayo de doble híbrido utilizando una librería de ADNc de células 
de tejido adiposo marrón, por su interacción funcional con el receptor nuclear PPAR- (peroxisome proliferator-
activated receptor) (Puigserver et al, 1998). Posteriormente, se identificaron otros dos miembros de la familia de 
PGC-1 que se denominaron PGC-1, que muestra una alta homología con PGC-1 y PRC (PGC-1-related 
coactivator) que es el miembro menos caracterizado de la familia y el más alejado evolutivamente (Andersson & 
Scarpulla, 2001; Kressler et al, 2002; Lin et al, 2002a; Lin et al, 2003).(Fig.3). 
PGC-1 se ha descrito como un regulador maestro del metabolismo celular implicado en la 
regulación de un gran número de genes con actividad metabólica (Puigserver et al, 2003; Shin et al, 2003; Li et 
al, 2007; Speckmann et al, 2008). Todos los miembros de la familia PGC-1 tienen en común que su 
sobreexpresión induce  la biogénesis mitocondrial en la célula. Están directamente implicados en la regulación 
de la biogénesis mitocondrial, modulando la actividad de un gran número de proteínas mitocondriales, entre 
las que se encuentran las proteínas que forman parte de la CTE (Puigserver et al, 1998; Wu et al, 1999; Vega 
et al, 2000; Scarpulla, 2002). 
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PGC-1α contiene en su región N-terminal, un dominio de activación transcripcional, responsable de 
mediar la interacción de PGC-1α con receptores nucleares de forma dependiente de ligando y un dominio de 
interacción con factores de transcripción no dependiente de ligando (Puigserver et al, 1998; Wu et al, 1999; 
Michael et al, 2001). En el extremo carboxilo terminal tiene una región rica en residuos de serina-argenina 
(dominios RS) implicado en mediar en las interacciones proteína-proteína y un dominio de reconocimiento 









Figura 3. Dominios funcionales de la familia PGC-1. A. Estructura de la proteína PGC-1α. PGC-1α 
contiene un dominio de activación en la región N-terminal que interacciona con otros coactivadores 
transcripcionales. El motivo LXXLL es el  responsable de la interacción dependiente de ligando con los 
receptors nucleares de hormonas. El dominio central de represión (azul) contiene sitios susceptibles de 
fosforilación por la p38 MAPK. La región carboxilo terminal  contiene motivos de procesamiento de ARN 
como el dominio RS y RRM. B. Alineamiento de secuencias de proteínas de la familia PGC-1. Adaptado de 
(Puigserver & Spiegelman, 2003). 
 
 Interacción de PGC-1  con factores de transcripción  
PGC-1 es un coactivador transcripcional y como tal, no posee la capacidad de interaccionar 
directamente con el ADN, por lo que para regular la expresión de los genes, debe interaccionar con factores 
de transcripción portadores de un dominio de unión al ADN. 
PGC-1 regula la biogénesis mitocondrial a través de su interacción con los factores de respiración 
nuclear NRF-1 y NRF-2 (Wu et al, 1999) y a través de la interacción con el receptor nuclear relacionado con 
el receptor de estrógenos  (ERR-) (Huss et al, 2002; Mootha et al, 2004; Schreiber et al, 2004; Wende et al, 
2005; Fisher et al, 2011) incrementando la expresión de TFAM (mitocondrial transcription factor A), TFB1M 
(mitocondrial transcription factor B1) y TFB2M (mitocondrial transcription factor B2) (Larsson et al, 1997; Falkenberg 
et al, 2002) y los genes nucleares que codifican las proteínas mitocondriales tales como diversas proteínas del 
sistema de fosforilación oxidativa mitocondrial (OXPHOS) (Baar et al, 2003).  
PGC-1 regula la -oxidación de ácidos grasos a través de la interacción con miembros de la 
familia de los PPARs (,  y ) (Wang et al, 2003; Guan et al, 2005) y promueve la gluconeogénesis 
hepática mediante su interacción con el factor de la familia Forkhead FoXO1 (Puigserver et al, 2003) y  con el 
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PGC-1, también regula la expresión de genes relacionados con el sistema de detoxificación 
mitocondrial, a través de la interacción con FoXO3a (Olmos et al, 2009) y ERR- (Rangwala et al, 2007). 
PGC-1 es un regulador positivo de genes relacionados con el control oxidativo mitocondrial como UCP-2, 
UCP-3, el translocador de nucleótidos de adenina (ANT), la MnSOD, catalasa, Prx3, Prx5 y Trx2, 
disminuyendo los niveles intracelulares de ROS y previniendo la muerte celular por apoptosis inducida por 
agentes oxidantes como el H2O2 y la glucosa (St-Pierre et al, 2003; Valle et al, 2005; Kukidome et al, 2006; St-
Pierre et al, 2006; Schulz et al, 2008b; Won et al, 2010). La expresión de PGC-1 se induce en respuesta a 
agentes oxidantes como el H2O2 a través de un mecanismo probablemente mediado por la activación del 
factor de transcripción CREB (St-Pierre et al, 2006; Irrcher et al, 2009). 
Además, PGC-1 modula la secreción de lipoproteínas mediante la interacción con el receptor 
nuclear X hepático (LXR) (Oberkofler et al., 2003), regula la síntesis de ácido biliares y del grupo hemo 
(Handschin et al, 2005; Wu et al, 2009) y promueve la expresión de proteínas específicas de las fibras 
musculares de contracción lenta a través de la interacción con el factor activador de miocitos 2 (MEF-2) (Lin 
et al, 2002b; Czubryt et al, 2003; Nakagawa et al, 2009). 
 Fisiología  de PGC-1α: regulación del metabolismo 
PGC-1 se expresa preferentemente en tejidos con una alta demanda energética y que por tanto, 
presentan gran cantidad de mitocondrias, como es el caso del hígado, el corazón, el cerebro, el músculo 
esquelético, el tejido adiposo marrón y el riñón (Puigserver et al, 1998; Wu et al, 1999; Baar et al, 2002; Lin et 
al, 2003; Lin et al, 2004) y son en estos tejido,s en los que más se ha estudiado la actividad de PGC-1. 
En el corazón, PGC-1α controla el proceso de biogénesis mitocondrial que se produce en el periodo 
perinatal (Lehman et al, 2000; Russell et al, 2004). Se ha descrito que este proceso está regulado por la 
proteína eNOS (endotelial nitric oxide ssynthase) de manera dependiente de calcio (Ca2+) (Carraway et al, 2010). 
Sin embargo, en el corazón de ratones adultos no se observa biogénesis mitocondrial, indicando que el 
periodo perinatal es el único que permite la proliferación mitocondrial inducida por PGC-1α. 
En el corazón de ratones adultos, PGC-1α induce en respuesta al ayuno, la utilización de ácidos 
grasos como sustrato energético. Esta regulación está mediada por la interacción de PGC-1α con PPARα. 
Entre los genes regulados cabe destacar CD36, que regula la entrada de ácidos grasos en el cardiomiocito, 
CPT1b, que regula la entrada de ácidos grasos en la mitocondria, y MCAD, enzima limitante de la β-
oxidación de los ácidos grasos de cadena media (Burkart et al, 2007; Duncan et al, 2010). Los ratones 
deficientes en PGC-1 tienen comprometida la función cardiaca, aunque no exhiben daño cardiaco y su 
contenido mitocondrial es normal. Sin embargo, se observa en estos ratones, una disminución en la reserva 
energética (Arany et al, 2005) y en la capacidad de producir ATP (Lehman et al, 2008). Los ratones deficientes 
tanto en PGC-1α, como en PGC-1β, mueren inmediatamente después de nacer como consecuencia de  una 




si no a la incapacidad tras el nacimiento, de inducir un cambio metabólico que permita la utilización de ácidos 
grasos (Lehman et al, 2000; Buroker et al, 2008). 
Existe cierta controversia sobre el papel de PGC-1α en el fallo cardiaco. Mientras que diversos 
estudios en humanos sugieren que la expresión de PGC-1α está disminuida tras el  fallo cardiaco (Sebastiani 
et al, 2007; Garnier et al, 2009), otros estudios parecen sugerir lo contrario (Lin et al, 2004; Sihag et al, 2009). 
Recientemente, se ha propuesto que genes normalmente regulados por PGC-1α, implicados en la biogénesis 
mitocondrial, en la glicolisis y en la -oxidación, tienen una expresión reducida tras el fallo cardiaco, lo que 
parece apoyar la hipótesis de que, la actividad de PGC-1α está disminuida tras el fallo cardiaco (Sihag et al, 
2009; Karamanlidis et al, 2010). Por otro lado, hay estudios que indican que la expresión de PGC-1α se 
induce por la  isquemia (Arany et al, 2008; Zhu et al, 2010)  y por la bajada en los niveles de ATP (Jager et al, 
2007; Rohas et al, 2007) que tienen lugar durante el fallo cardiaco, apoyando la hipótesis contraria. 
En el músculo esquelético, en respuesta al frío, PGC-1α promueve mediante interacción con MEF-
2, la formación de fibras musculares lentas (Lin et al, 2002b; Czubryt et al, 2003) a través de un mecanismo 
mediado por la calcineurina (cn) (Handschin et al, 2003; Schaeffer et al, 2004; Kusuhara et al, 2007) y por 
sensores metabólicos como la quinasa activada por AMP (AMPK) (Jager et al, 2007), que inducen la 
expresión de PGC-1 en el músculo estriado (Zong et al, 2002; Czubryt et al, 2003; Handschin et al, 2003; 
Schaeffer et al, 2004). La expresión de PGC-1 también parece estar regulada por el NO (Nisoli et al, 2004) y 
por el microARN mir696 (Aoi et al, 2010). Estudios recientes muestran que, PGC-1 en el músculo y en 
respuesta a hipoxia induce la expresión del factor angiogénico, VEGF (del inglés Vascular Endothelial Growth 
Factor) a través de su interacción con ERR- y de forma independiente de HIF-1α (hypoxia-inducible factor 1, 
alpha subunit ) (Arany et al, 2008). PGC-1α también parece incrementar la capacidad antioxidante en el 
músculo esquelético, mediante la regulación de la actividad de proteínas que reducen y eliminan los ROS (St-
Pierre et al, 2003; Wenz et al, 2009; Geng et al, 2010; Leick et al, 2010). Además, PGC-1α, protege al músculo 
esquelético de la atrofia, inhibiendo la actividad transcripcional de FoXO3(Sandri et al, 2006). 
En el tejido adiposo marrón, PGC-1 regula el proceso de termogénesis adaptativa, regulando 
genes implicados en la β-oxidación y activando la expresión de UCP-1(Puigserver et al, 1998; Wu et al, 1999). 
En respuesta a la estimulación de receptores -adrenérgicos se produce AMP cíclico (AMPc) que activa al 
factor de transcripción CREB que es a su vez  es un regulador de la expresión de PGC-1 (Wu et al, 1999; 
Cao et al, 2004). 
En el sistema nervioso central (SNC) la función de PGC-1 ha generado cierta controversia ya que 
se han descrito dos modelos de PGC-1α -/- . Uno de los modelos presenta de forma espontánea, un proceso 
de degeneración neuronal (Lin et al, 2004; St-Pierre et al, 2006). Sin embargo, en el otro modelo no aparecen 
esos defectos neurológicos extensivos (Leone et al, 2005). Estas diferencias podrían relacionarse con la 




ejemplo, una forma corta de PGC-1α parece estar altamente expresada en el SNC (Zhang et al, 2009; Chang 
et al, 2010). La expresión de PGC-1 también parece estar regulada por la hipoxia en el SNC induciendo el 
proceso de biogénesis mitocondrial (Storey, 2003; Gutsaeva et al, 2008; Shoag & Arany, 2010). 
En el páncreas, PGC-1 se expresa en células β pancreáticas. Los estudios iniciales parecían indicar 
que la expresión de PGC-1 estaba elevada en un modelo de diabetes tipo II (Yoon et al, 2003) que estaba 
acompañado por un incremento en la glucosa 6 fosfatasa y una expresión reducida de la glucoquinasa y que 
esta inducción, estaba mediada por un mecanismo que implicaba a los ácidos grasos (Zhang et al, 2005) y a la 
inactivación de FoXO1 (Kitamura et al, 2002). Sin embargo, estudios en humanos con diabetes tipo II, 
muestra que, los niveles de PGC-1 están reducidos, lo que correlaciona con la disminución en la secreción 
de insulina en los islotes pancreáticos (Ling et al, 2008).  
En el riñón, se ha descrito que el proceso de  necrosis tubular aguda está asociado a la pérdida de la 
actividad de PGC-1α y una disminución en la capacidad β-oxidativa (Portilla et al, 2002). Se ha propuesto que 
PGC-1α protege del daño por IR al riñón (Rasbach & Schnellmann, 2007). 
En el sistema vascular se ha propuesto que PGC-1 participa en el control de procesos 
angigénicos, regulando la migración de las células de la musculatura lisa y de las células endoteliales (Borniquel 
et al, 2006; Qu et al, 2009). También, podría ser importante en la prevención del proceso ateroesclerótico, 
dado que su acción sobre el endotelio vascular, previene la disfunción endotelial asociada al incremento en los 
niveles de ROS (Valle et al, 2005; Schulz et al, 2008a). En el control de la expresión de PGC-1 en el 
endotelio parecen ser claves el NO (Borniquel et al, 2006) y la histona deacetilasa tipo III SIRT1 NAD 
dependiente (SIRT1) (Chen et al, 2010).  
 Regulación de PGC-1α en el hígado 
La expresión de PGC-1α en el hígado se induce de manera muy significativa el día uno del periodo 
postnatal (Lin et al, 2003). En el adulto, PGC-1α se induce transcripcionalmente durante el ayuno, en 
respuesta al glucagón, en un mecanismo mediado por la activación de CREB (Herzig et al, 2001). La 
activación de PGC-1α induce la gluconeogénesis, la -oxidación de ácidos grasos, la cetogénesis, la biosíntesis 
del grupo hemo, la síntesis de homocisteína y estimula la absorción de lípidos intestinales mediante la 
regulación de los genes que controlan la homeostasis del ducto biliar (Handschin, 2009; Li et al, 2009). 
Además, PGC-1 modula la secreción de lipoproteínas mediante la coactivación del factor LXR (Oberkofler 
et al., 2003) y disminuye la producción y secreción de triglicéridos (Zhang et al, 2004) lo que podría ser 
relevante en la esteatosis hepática. 
El estudio de los ratones PGC-1-/- muestra que la deficiencia en PGC-1 aunque cancela 
completamente la capacidad del animal de inducir la gluconeogénesis en respuesta al ayuno, no afecta a la 
gluconeogénesis basal que ocurre en el animal, incluso en condiciones de sobrealimentación, lo cual permite 




La actividad transcripcional de PGC-1α sobre los genes implicados en la gluconeogénesis y en la -
oxidación de ácidos grasos en el hígado, está modulada positivamente por el sensor de nutrientes, SIRT1 y 
por la enzima AMPK (Rodgers et al, 2005; Lerin et al, 2006; Gerhart-Hines et al, 2007; Rodgers & Puigserver, 
2007). La regulación negativa la ejerce la proteína AKT (proteína quinasa B) que fosforila a PGC-1 y a 
FoXO1 en respuesta a la insulina (Li et al, 2007); la quinasa S6, que se activa en el hígado con la alimentación 
y que impide la regulación de PGC-1α sobre los genes implicados en la gluconeogénesis (Lustig et al, 2011) y 
la acetil transferasa  GCN5 (Rodgers et al, 2005; Lerin et al, 2006).  
La expresión de PGC-1  se encuentra muy inducida en un modelo de diabetes tipo I o insulino 
deficiente y en modelos de diabetes tipo II que presentan alta resistencia a la insulina (Hara et al, 2002; 
Hammarstedt et al, 2003). La expresión de  PGC-1α  también aumenta en respuesta al ejercicio físico, junto 
con las enzimas de la gluconeogénesis (Banzet et al, 2009; Hoene & Weigert, 2010) sugiriendo una adaptación 
metabólica del hígado al ejercicio físico. 
 
ROS Y EL DAÑO AL ADN 
Estudios epidemiológicos muestran que la disfunción metabólica es un factor de riesgo para el 
desarrollo de tumores (Piatkiewicz & Czech, 2011), sin embargo, las bases moleculares de esta relación aún 
están sin esclarecer. El modelo más establecido, que intenta explicar la aparición de la inestabilidad genómica 
que lleva al desarrollo del tumor, propone que, la fragilidad genómica es máxima cuando se produce la 
replicación del genoma nuclear y que por tanto, cualquier proceso que favorezca la proliferación celular va a 
facilitar la inestabilidad genómica. Está bien establecido que los ROS pueden dañar directamente el ADN 
genómico, mediante la generación de mutaciones y además, los ROS favorecen la entrada de la célula en el 
ciclo celular a través de varios mecanismos, por ejemplo, mediante la activación del factor de transcripción 
NF-Kβ (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells) (Chatterjee et al, 2011). Todo esto hace pensar 
que los mecanismos que regulan la producción de ROS y la respuesta al daño genotóxico podrían estar 
unidos. Estudios recientes muestran que, el regulador transcripcional p53, factor clave en la respuesta al daño 
al ADN, es también un regulador del metabolismo mitocondrial y de la producción mitocondrial de ROS 
(Vousden & Ryan, 2009; Sahin et al, 2011). 
Teniendo en cuenta que, PGC-1α es el principal regulador de la actividad mitocondrial y que además 
PGC-1α controla la producción de ROS generados en la mitocondria, nos planteamos que PGC-1α podría 
estar también relacionado con los mecanismos que controlan el daño genotóxico y ser tal vez el factor clave 
que favorezca el desarrollo de tumores debido a una pérdida de actividad en la disfunción metabólica. Para 
llevar a cabo esta idea se decidió realizar en el laboratorio un “screening” de proteínas que interaccionaban con 
PGC-1α, mediante un ensayo de doble híbrido en levaduras. Se utilizó como cebo la región carboxilo terminal 
de PGC-1α (CTD) frente a una librería del ADNc humano. EL dominio CTD no tiene actividad 




en la regulación de los genes del sistema de detoxificación mitocondrial. Se obtuvieron 32 clones positivos, 
tres de los cuales correspondían al gen codificante de la proteínas Trnslocated in liposarcoma (TLS) también 
denominada Fused in sarcoma (FUS), una proteína con actividad transcripcional, implicada en la respuesta 
celular al daño genotóxico y cuyo mecanismo de acción está muy poco descrito (Hicks et al, 2000; Kuroda et 
al, 2000; Gardiner et al, 2008). 
 TLS/ FUS 
TLS se descubrió originalmente como un protooncogén que, como consecuencia de una 
translocación cromosómica, forma una proteína de fusión  con el factor transcripcional CHOP, implicada en 
el desarrollo de los liposarcomas (Crozat et al, 1993; Rabbitts et al, 1993).  
La proteína TLS, forma parte de la familia de proteínas TET de unión a ARN(Morohoshi et al, 1998; 
Bertolotti et al, 1999). Las proteínas TET se asocian a sitios de ruptura en el ADN, se regulan por factores de 
respuesta a daño en el ADN y su deficiencia promueve la inestabilidad génica. Además, pueden participar en 
la reparación de las roturas de doble hebra de ADN por recombinación homóloga (Tan & Manley, 2009). 
En el caso concreto de TLS, múltiples trabajos demuestran que TLS, no sólo es capaz de unirse al 
ARN, sino que también es capaz de interaccionar con el ADN de cadena simple y posiblemente con el ADN 
de doble cadena, siendo éste un proceso necesario para la reparación del ADN y la recombinación homóloga 
(Crozat et al, 1993; Prasad et al, 1994; Zinszner et al, 1997; Perrotti et al, 1998; Baechtold et al, 1999; 
Bertolotti et al, 1999; Bertrand et al, 1999; Wang et al, 2008). 
Se han descrito dos modelos de ratones TLS-/- (Hicks et al, 2000; Kuroda et al, 2000), en ambos se 
observ  un problema de estabilidad genómica, aunque son fenotípicamente muy distintos. El primero de ellos 
muestra defectos en la diferenciación de linfocitos B, es muy pequeño al nacer y muere a las pocas horas del 
nacimiento (Hicks et al, 2000). En el segundo modelo, los ratones desarrollan esterilidad masculina (Kuroda 
et al, 2000) y sobre fondo genético mixto, sobreviven hasta la edad adulta aunque son muy sensibles a la 
radiación. Sobre este segundo modelo, se determinó que fibroblastos embrionarios provenientes de ratones 
TLS-/- presentan defectos en el apareamiento cromosómico, además, de alta sensibilidad a la radiación 
ionizante (Kuroda et al, 2000). 
La función de TLS en la estabilidad genómica está apoyado por estudios que demuestran que TLS 
está regulado por dos quinasas de respuesta a daño en el ADN, como son la quinasa c-ABL y la 
serina/treonina quinasa ATM (ataxia-telangiectasia mutated), (Perrotti et al, 1998; Gardiner et al, 2008). 
Las proteínas TET son además capaces de regular los tres procesos esenciales que participan en el 
control de la  expresión génica que son, la transcripción, el splicing y el transporte del ARNm (Tan & Manley, 
2009). Se conoce muy poco acerca de los genes que son regulados transcripcionalmente por TLS. Se ha 
descrito la interacción de TLS con complejos de inicio de la transcripción (Law et al, 2006) así como su 




factor de transcripción en respuesta a estrés (YB-1), pudiendo regular la transcripción de la molécula de 
adhesión 1 (ICAM-1) (Hallier et al, 1998; Powers et al, 1998; Uranishi et al, 2001; Wang et al, 2008). 
Un estudio reciente demuestra que TLS actúa coordinando funcionalmente la respuesta al daño 
genotóxico, la unión a ARN y la regulación de la transcripción. Además, demuestra que el gen ciclina D1 está 
regulado directa y negativamente por TLS. Este estudio demuestra que el daño genotóxico induce la 
activación de TLS y su unión a tránscritos de ARN no codificante originados en la zona próxima al promotor 
de la ciclina D1, lo que dirige su reclutamiento a la región promotora, la inactivación del promotor y la 
inducción de la parada del ciclo celular (Wang et al, 2008). Este modelo está apoyado por estudios que 
muestran la acción antitumoral de TLS en tumores de próstata (Brooke et al, 2011).  
TLS actúa como transportador de ARNm específicos dirigiendo su salida del núcleo hacia regiones 
citosólicas específicas, por lo que aunque se localiza preferentemente en el núcleo ,también se puede 
encontrar en el citoplasma (Andersson et al, 2008; Dormann et al, 2010; Gal et al, 2010; Ito et al, 2010). 
 TLS y ROS 
Se ha descrito recientemente que determinadas variantes de TLS se encuentran asociadas al desarrollo 
de una patología neurodegenerativa denominada esclerosis lateral amiotrófica familiar (ALS), una enfermedad 
caracterizada por la pérdida prematura de las  neuronas motoras. Una  multitud de estudios posteriores vino a 
demostrar que las formas mutantes de SOD1, que causaban esta patología, generaban un tipo de disfunción 
mitocondrial que cursaba con altos niveles de ROS (Blair et al, 2009; Chio et al, 2009; Kwiatkowski et al, 
2009; Neumann et al, 2009; Tateishi et al, 2009; Vance et al, 2009; Groen et al, 2010; Syriani et al, 2011). 
Estos trabajos parecían indicar que la función de TLS podría estar al igual que PGC-1α, asociada a la 
actividad mitocondrial y al control de la producción de ROS por la mitocondria. Dichos estudios, junto con 
los resultados previos del laboratorio que indicaban que PGC-1α parecía interaccionar con TLS, nos llevaron 
a evaluar la posible implicación de TLS y PGC-1α en el control de los ROS mitocondriales.  
 
ROS Y LA DISFUNCIÓN MITOCONDRIAL EN LA PATOLOGÍA HEPÁTICA 
El hígado es el órgano principal en el control metabólico del organismo y en el proceso de 
detoxificación de drogas y toxinas absorbidas, haciendo que el hígado tenga una actividad mitocondrial muy 
alta y produzca gran cantidad de ROS, tanto a nivel mitocondrial como citosólico, por la acción de los 
sistemas de detoxificación tipo p450.Tal vez, por este motivo, es muy común la aparición de situaciones de 
estrés oxidativo asociadas a determinadas patologías hepáticas (Muriel, 2009).Por tanto, el control de la 
producción de ROS, es muy relevante a nivel hepático y su alteración tiene una gran importancia 
fisiopatológica. Un ejemplo bien caracterizado es la esteatosis hepática asociada al síndrome metabólico, en la 
que la acumulación hepática de lípidos produce lipotoxicidad a nivel mitocondrial, lo que genera una situación 
de estrés oxidativo (Hassanein & Frederick, 2004; Wu & Cederbaum, 2009) de gran importancia en la 




La esteatosis hepática se define como una enfermedad metabólica caracterizada por la acumulación 
de ácidos grasos o triglicéridos en el interior de los hepatocitos que puede desencadenar el origen de la 
esteatohepatitis y la fibrosis. Puede estar asociado a la ingesta de alcohol, que es lo que se conoce como 
estetatosis hepática alcoholica (EHA) o no asociada al alcohol denominado esteatosis hepática no alcoholica 
(EHNA), normalmente asociada a la obesidad o al síndrome metabólico. El denominado síndrome 
metabólico se define como un conjunto de alteraciones metabólicas que incluye la hiperglicemia, 
hipercolesterolemia, dislipidemia, hipertensión y un índice de masa corporal superior a 29,9 (Pessayre, 2007; 
Fujita, 2008; Teramoto et al, 2008; Azevedo et al, 2009). Tanto la EHA como la EHNA son factores de 
riesgo en el desarrollo de la cirrosis y del carcinoma hepatocelular. 
Se ha demostrado en pacientes con en esteatosis de diferente etiología, así como en múltiple modelos 
de animales tanto de EHA como de EHNA, alteraciones mitocondriales asociadas a una producción elevada 
de ROS. Cabe destacar los estudios de Letteron et al, 1996; Seki et al, 2002; Albano et al, 2005; Carvalho et al, 
2005; Bonawitz et al, 2006; Pessayre, 2007 y Serviddio et al, 2008). El proceso molecular que desencadena el 
estrés oxidativo parece estar asociado a la acumulación citosólica de ácidos grasos libres que entran en la 
mitocondria dónde no son metabolizados adecuadamente. El resultado es la acumulación de ROS de origen 
mitocondrial que al reaccionar con los ácidos grasos generan peróxidos que a su vez impactan negativamente 
en la capacidad de la mitocondria de producir ATP, además de dañar el resto de estructuras celulares 
(Fromenty & Pessayre, 1995; Chalasani et al, 2003; Donnelly et al, 2005; Feldstein & Bailey, 2011). El 
incremento en la peroxidación lipídica se ha observado tanto en modelos animales de hígado graso (Leclercq 
et al, 2000; George et al, 2003; Aharoni-Simon et al, 2011) como en pacientes con EHNA (Sanyal et al, 2001; 
Koruk et al, 2004; Videla et al, 2004). 
En modelos murinos se ha determinado que la esteatosis inducida por la dieta grasa se asocia no sólo 
a un incremento en los niveles de ROS (Dobrian et al, 2001; Roberts et al, 2006),si no también, a una bajada 
en los niveles de expresión de los distintos componentes de la CTE mitocondrial, que parece estar asociado a 
unos niveles reducidos de factores reguladores de la biogénesis mitocondrial, como son TFAM y NRF-1 
(Sparks et al, 2005). En humanos, también se ha descrito que la expresión de los genes relacionados con la 
función mitocondrial están disminuidos en paciente con EHNA (Sreekumar et al, 2003). 
La lesión mitocondrial en el hepatocito asociada a la esteatosis puede desencadenar la apoptosis o la 
necrosis del hepatocito, facilitar la proliferación fibrilar, la deposición de matriz y el establecimiento de un 
estado inflamatorio crónico (Pessayre & Fromenty, 2005). En el hepatocito, los ROS mitocondriales inducen 
la apoptosis al facilitar la apertura del mPTP, lo que produce un desacoplamiento de la fosforilación oxidativa, 
la depleción de ATP, el colapso de la matriz mitocondrial y la liberación del Cyt-C al citosol, seguido por la 
activación de las caspasas y la inducción de la apoptosis celular (Madesh & Hajnoczky, 2001; Zhao et al, 2004; 
Tirosh et al, 2009). Los ROS también facilitan el proceso apoptótico al aumentar la expresión del ligando de 




 Mecanismos responsables de la lesión por Isquemia-Reperfusión (IR) 
El hígado y el riñón, son los órganos más trasplantados. El factor limitante en el trasplante hepático 
es la tolerancia del órgano trasplantado al proceso de IR (Connor et al, 1992; Ardite et al, 1999; Jassem & 
Heaton, 2004). La IR es la causa principal tanto del mal funcionamiento inicial del injerto, como de su 
rechazo. Por tanto, conocer las causas que determinan que unos órganos muestren tolerancia  a la IR  y otros 
no, puede facilitar el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas. 
La isquemia se define como la interrupción del flujo sanguíneo en los tejidos y tiene como 
consecuencia la disminución de la concentración de oxígeno (hipoxia), lo que genera una bajada en la 
capacidad mitocondrial para producir ATP. La depleción de ATP en el hígado se produce en las células de 
Kupffer, en las células endoteliales sinosuidales y en los hepatocitos (Selzner et al, 2007). La depleción de 
ATP se compensa inicialmente con un aumento de la glucolisis, que aumenta la producción de lactato, que al 
no poder eliminarse da lugar a una disminución en el pH intracelular. Para revertir la acidosis, el anti 
tranportador de Na+/H+ se activa, lo que conduce a un incremento en los niveles de Na+  que no se puede 
revertir, debido a la depleción de ATP, lo que a su vez genera un aumento en la concentración de Ca2+ 
intracelular facilitando la activación de procesos apoptóticos y proinflamatorios (Nieuwenhuijs et al, 
2006).Una vez restaurado el flujo (reperfusión), se produce un súbito aumento de los niveles de oxígeno, lo 
que desencadena la producción exacerbada de los ROS mitocondriales. Esta situación de estrés oxidativo 
unida a niveles altos de Ca2+ y acidosis (Hatanaka et al, 1995) provocan la apertura de mPTP y la entrada en 
apoptosis (Montalvo-Jave et al, 2008; Halestrap, 2009b).  
Tras la reperfusión se distinguen dos estadíos o fases en la lesión  hepática: 
Fase inicial o aguda 
Corresponde a las primeras horas de reperfusión (<6h). En esta fase, los ROS parecen ser esenciales. 
Se produce la activación de las células de Kuppfer, responsable según diversos autores de la propagación 
posterior del daño, ya que amplifican el daño oxidativo y da lugar a la liberación de citoquinas 
proinflamatorias (Jaeschke, 1991; Jaeschke, 2003).  
Fase tardía o subaguda 
Corresponde al periodo que sigue a las primeras 6 horas y se puede prolongar durante varios días. Se 
caracteriza por la aparición de la lesión inflamatoria provocada por la infiltración masiva de los neutrófilos en 
el tejido hepático (Jaeschke et al, 1999) y por la liberación de mediadores citotóxicos como las citoquinas y las 
moléculas de adhesión como la β2-integrina y el reclutamiento de las células efectoras que contribuyen a la 
amplificación del daño en el tejido (Jaeschke et al, 1992; Hasegawa et al, 2005).  
El origen de los ROS en la lesión por IR ha generado cierta controversia. Algunos estudios sugieren 
que las células de Kuppfer son los principales responsables de la generación de los ROS. Sin embargo, la 




Taniai et al, 2004). Otros autores, basándose en estudios con inhibidores farmacológicos de sistemas 
generadores de ROS, han propuesto que la xantina oxidasa es el principal generador de ROS. La validez de 
estos estudios ha sido cuestionada, ya que estos inhibidores afectan también a la función mitocondrial 
(Caraceni et al, 1995; Young et al, 2002; Lluis et al, 2007). La implicación de los ROS mitocondriales en el 
daño por IR, al menos en su fase temprana, viene apoyado por estudios que demuestran una fuerte 
producción de ROS a nivel de los complejo I y III de la mitocondria(Solaini & Harris, 2005; Chen et al, 
2006a; Pacher et al, 2006; Zweier & Talukder, 2006). 
Los ROS desencadenan diferentes respuestas celulares, entre las que cabe destacar: la activación de 
HIF-1α que induce el cambio de un metabolismo oxidativo a uno glicolítico (Rey & Semenza, 2010), la 
activación de factores de transcripción proinflamatorios como NF-kβ y AP-1(Matsui et al, 2000; Schwabe & 
Brenner, 2006), que inducen la expresión de citoquinas como TNFα, la interleuquina 1β (IL-1β) y el 
interferón γ (Adamson & Billings, 1992; Sanlioglu et al, 2001), además, la inducción directa del proceso 
apoptótico (Schwabe & Brenner, 2006). Es importante destacar que no existe consenso sobre la contribución 
relativa de los procesos apoptóticos y necróticos en la lesión. Parece por ello lógico asumir que existe un alto 
grado de varabilidad dependiente del grado o del tiempo de hipoxia y de la consiguiente respuesta 
inflamatoria (Malhi et al, 2006; Schulze-Bergkamen et al, 2006; Smith & Mooney, 2007; Wang et al, 2009).  
La acumulación de estudios que apoyan la relevancia de los ROS en el daño por IR ha llevado a 
proponer a los sistemas antioxidantes como moduladores de la intensidad del daño, observándose que niveles 
reducidos de SOD, Cat y GSPx parecen asociarse a lesiones más extensas (Yuan et al, 2005; Chen et al, 
2006b). Se han intentado desarrollar estrategias terapeúticas basadas en el uso de antioxidantes, como la 
administración de vitamina E, la SOD, la cat, el α-tocoferol, la N-acetilcisteína, y de los precursores del 
glutatión para prevenir el daño hepático (Koeppel et al, 1996; Mizoe et al, 1997; Iimuro et al, 2000; Kessova 
et al, 2003; Schauer et al, 2004; Yuzawa et al, 2005; Kessova & Cederbaum, 2007). 
Además de los ROS, el factor probablemente más relevante en la lesión por IR es el Ca2+. La 
activación por Ca2+ de la proteína quinasa Calcio-Calmodulina II (CaMKII) puede inducir tanto la apoptosis 
como la necrosis tras el proceso de IR (Yang et al, 2006; Vila-Petroff et al, 2007; Salas et al, 2010). Entre las 
evidencias que apoyan la relevancia de esta ruta se puede citar que la apertura del mPTP se puede prevenir 
con el uso de drogas como la ciclosporina A (CsA) que previenen la activación del Ca2+ por la CaMKII  
(Calcium calmodulin-dependent protein kinase II) (Griffiths & Halestrap, 1993). 
 Precondicionamiento isquémico (PCI) 
Se define como un mecanismo en el cual breves periodos de isquemia, separados por periodos de 
reperfusión, inducen en el órgano, sistemas de protección frente al daño por IR que le hacen más resistente a 
un proceso de isquemia sostenida (Murry et al, 1986).  
El PCI fue descrito por primera vez, en un modelo canino de lesión por IR en el miocardio (Murry et 
al, 1986). Desde entonces, múltiples trabajos han demostrado que el PCI protege del daño por IR en 




diversos órganos, como, el músculo esquelético (Pang et al, 1995), el corazón, (Murry et al, 1986; Cheng et al, 
2010), la médula espinal (Matsuyama et al, 1997), el cerebro (Heurteaux et al, 1995), el riñón (Turman & 
Bates, 1997), la retina (Biermann et al, 2011), el intestino (Hotter et al, 1996) y el hígado (Lloris-Carsi et al, 
1993; Peralta et al, 1996; Yin et al, 1998; Yoshizumi et al, 1998; Peralta et al, 1999; Knudsen et al, 2011). Sin 
embargo, el protocolo del PCI que consigue óptimos niveles de protección difiere entre los distintos órganos 
y especies. En el caso que nos ocupa, el hígado, el nivel de protección se consigue con un único ciclo de IR.  
Los mecanismos que median en el PCI son objeto de intensos estudios debido a que su 
conocimiento permitirá reducir lesiones y mejorar la respuesta en los trasplantes. Sin embargo, en este 
aspecto aún no hay consenso. Lo que sí parece claro es que el PCI protege a la mitocondria del daño 
oxidativo manteniendo su estado redox (Glanemann et al, 2003; Lee & Lee, 2005) lo que produce una 
reducción de la generación de ROS por las mitocondrias de los hepatocitos y por las células inflamatorias. El 
PCI, reduce la disfunción endotelial, lo que reduce la expresión de moléculas de adhesión al endotelio y 
previene la infiltración de neutrófilos tras la IR, además atenúa la producción de citoquinas proinflamatorias 
durante la reperfusión (Yoshizumi et al, 1998; Peralta et al, 2000; Serafin et al, 2004). 
 Mecanismos moleculares que median en el  PCI 
El PCI  se ha descrito  que opera en dos fases temporales: 
La fase inicial: en la que la protección se hace efectiva minutos después de la reperfusión y se 
prolonga hasta dos a tres horas después. Los efectos beneficiosos de esta fase son independientes de la 
síntesis de nuevas proteínas. 
La fase tardía: en la que se inducen los mecanismos de protección entre las 12-24 horas tas la 
reperfusión y los efectos se prolongan dos o tres días después. En este caso, la protección requiere la síntesis 
de “novo” de proteínas y en general los efectos beneficiosos son más leves que los de la fase inicial (Bolli, 
2000; Pasupathy & Homer-Vanniasinkam, 2005). 
A pesar del gran número de estudios relacionado con el PCI, existe cierta controversia acerca de cuál 
es el mecanismo responsables de la protección del tejido. EL PCI hepático requiere la activación de una 
compleja red de señales celulares que han sido revisadas en Alchera et al, 2010; Wong et al, 2010 y en Yang et 
al, 2010, que comprometen receptores de la superficie celular como proteínas G, receptores de citoquinas y 
receptores tirosina quinasas (Carini et al, 2004; Carini et al, 2006; Downey et al, 2007; Kobayashi et al, 2008; 
Miura et al, 2010). 
En el PCI se ha implicado también al NO. El proceso de PCI induce un aumento en la síntesis de 
adenosina que conlleva la posterior estimulación del receptor de adenosina A2a. Las células endoteliales 
hepáticas responden aumentando la generación de NO, que parece contribuir a la modulación de la tolerancia 
del hepatocito a la IR, previniendo la activación del sistema inmune y reduciendo la producción de ROS 
(Peralta et al, 1997; Nakayama et al, 1999; Peralta et al, 1999; Cohen et al, 2000; Carini et al, 2001; Carini et al, 




et al, 2002; Teoh et al, 2002) y del trasductor de señales y activador de la transcripción STAT, facilitan la 
supervivencia del hepatocito y que HIF-1α permite la adaptación del tejido a la  hipoxia (Imada & Leonard, 
2000; Matsumoto et al, 2006). Aunque todavía no hay consenso, la mayor parte de los autores apoyan la 
hipótesis de que los iniciadores de esta respuesta son los ROS producidos en la mitocondria tras la IR, dado 
que el PCI no tiene lugar en presencia de antioxidantes y  que la IR como tal, induce la producción de los 
ROS mitocondriales (Halestrap et al, 2007; Alchera et al, 2008; Cai et al, 2008; Murphy & Steenbergen, 
2008).Entre los principales efectores de la protección frente a la isquemia figuran proteínas detoxificantes 
como la SOD y las proteínas de respuesta al choque térmico (HSP) (Kume et al, 1996; Redaelli et al, 2002). 
Cuando un tejido como el hígado se expone a concentraciones subletales de ROS, éstos inducen la 
expresión de diversos sistemas antioxidantes, como las hemo-oxigenasas, SOD1, Prxs, Trxs, GPxs, GR, 
inhibiendo la formación de H2O2 tras la reperfusión (Peralta et al, 2002; Sindram et al, 2002; Rudiger et al, 
2003; Schauer et al, 2003; Schauer et al, 2004; Carini et al, 2006; Kim et al, 2010). Además, se ha sugerido que 
las proteínas UCPs pueden mediar en el PCI (Bienengraeber et al, 2003; Ganote & Armstrong, 2003). 
En conclusión, los ROS parecen tener una actuación clave como señalizadores en el inicio de la 
respuesta frente al estrés oxidativo y esta respuesta a su vez está muy dirigida a mejorar la función 
mitocondrial y a prevenir la acumulación de los ROS (Alchera et al, 2010; Theodoraki et al, 2011). 
 Esteatosis y lesión por IR 
Debido a la escasez de donantes, se hace necesaria la utilización de órganos subóptimos o marginales 
(Mor et al, 1992; Busuttil & Tanaka, 2003). Hasta un 40% de los hígados donados presentan esteatosis 
hepática y son descartados para su uso debido a que soportan mucho peor el proceso de IR que los hígados 
sanos y además no responde al PCI (Franchello et al, 2009). Debido al alto porcentaje de la población que 
presenta este problema, es necesario encontrar los mecanismos que permitan mejorar la resistencia de estos 
órganos y aumentar así la cantidad de donantes disponibles. El hecho de que no respondan bien al PCI 
podría estar relacionado con los elevados niveles de ROS presentes en el tejido incluso en condiciones 
basales; esta hipótesis está apoyada por estudios que demuestran que la aplicación intravenosa de glutatión 
disminuye la lesión por IR que se produce en el trasplante del  hígado graso (Pratschke et al, 2010). 
Teniendo en cuenta que la obesidad va normalmente asociada a una disminución en la actividad de 
PGC-1α (Patti et al, 2003; Yang et al, 2003; Semple et al, 2004; Aharoni-Simon et al, 2011; Barroso et al, 
2011) que PGC-1α es un regulador de la función mitocondrial y de los sistemas antioxidantes y que los ROS 
están implicados en el daño por IR y son claves en el PCI, pensamos que, era posible, que la mala respuesta 
del hígado graso al trasplante hepático pudiera estar asociada a una pérdida en la actividad de PGC-1α. Si esta 
teoría fuera correcta la inducción de PGC-1α en el hígado graso, podría mejorar su estado metabólico y 
permitiría el uso de estos órganos en el trasplante. Esta hipótesis viene apoyada por estudios que muestran 
que la actividad de PGC-1α se induce tanto en respuesta a hipoxia como en presencia de niveles elevados de 






































El objetivo central de la tesis fue estudiar los mecanismos que median en la regulación de los genes 
antioxidantes regulados por PGC-1 en el hígado y la relevancia fisiopatológica de esta regulación. Por ello, 
se persiguieron los siguientes objetivos concretos: 
Objetivo 1.- Identificar factores o cofactores que regulan la actividad de PGC-1 sobre los 
genes antioxidantes en el hígado. 
 Determinar si TLS, una proteína implicada en la respuesta al daño genotóxico y previamente 
identificada en un  “screening” de doble híbrido para proteínas que interaccionan con PGC-1 es 
realmente un cofactor de PGC-1, en la regulación de la expresión génica y forma con PGC-1, 
un complejo en la célula. 
 Analizar si TLS está directamente implicado en la regulación de los genes antioxidantes. 
 Valorar el posible efecto cooperativo entre PGC-1α y TLS en la regulación de los sistemas 
antioxidantes. 
 Caracterizar el grado de dependencia entre PGC-1 y TLS en la regulación transcripcional de los 
sistemas antioxidantes. 
 Evaluar a nivel genómico la actividad transcripcional de TLS y determinar su grado de 
dependencia de PGC-1. 
Objetivo 2.- Examinar la posible contribución de la regulación de los genes antioxidantes 
mediada por PGC-1 en la respuesta del hígado a los procesos de isquemia-reperfusión (IR). 
 Determinar si la expresión de PGC-1α está regulada en respuesta a la IR y comparar dicha 
respuesta en el hígado normal y en el hígado graso. 
  Analizar si la expresión de los sistemas antioxidantes regulados normalmente por PGC-1 ven 
alterada su expresión en respuesta a la IR y si esta respuesta depende de la presencia de PGC-1.  
 Evaluar como la ausencia de PGC-1, en ratones PGC-1-/- o su menor actividad, en ratones 
con hígado graso, repercute en la tolerancia hepática al daño isquémico. 
  Caracterizar como la ausencia de PGC-1, en ratones PGC-1-/- o su menor actividad, en 
ratones con hígado graso, repercute en la inducción de los mecanismos de protección frente al 
daño isquémico, en respuesta a un protocolo de precondiconamiento isquémico. 
 Establecer un modelo “in vitro” de IR que permita determinar los mecanismos implicados en la 
























































Los estudios se llevaron a cabo con ratones C57BL/6 PGC-1+/+ y PGC-1 -/-. Los ratones PGC-
1 -/- proceden originalmente del laboratorio del Dr. B. Spiegelman  y fueron descritos en Lin et al, 2004  
Los ratones se alojaron en el animalario del l Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares 
(CNIC). Su mantnimiento se realiza de acuerdo a la legislación española sobre protección de los animales 
utilizados para experimentación y otros fines científicos (Real Decreto 1201/2005 y Ley 32/2007). La 
legislación española es una trasposición de la Directiva 86/609/EEC. Las condiciones de alojamiento y 
manejo reflejan las recomendaciones de la Comisión del Consejo de Europa del 18 de junio del 2007 sobre 
guías para el alojamiento y cuidado de los animales utilizados para experimentación y otros fines científicos. 
Los ratones se mantuvieron libres de parásitos específicos y bajo condiciones controladas de luz, 
presión y temperatura, permitiéndoles el acceso ad libitum de agua y comida. Para el mantenimiento de los 
animales se empleó una dieta estándar proporcionada por Labdiet®. La esteatosis hepática fue inducida 
mediante la alimentación durante 7 semanas con  la dieta grasa de Harlam TD88137 q contiene en relación 
p/v 17,3 % de proteínas, 48,5% de carbohidratos y 21,2% de grasas. 
Todos los procedimientos realizados, como parte del trabajo experimental con animales en el CNIC 
han sido aprobados previamente por el Comité Ético del CNIC. Los protocolos utilizados para la 
manipulación de los animales están de acuerdo con la Declaración de Helsinki y la Guía para el Cuidado y el 
Uso de Animales de Laboratorio publicada por el Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos (NIH) 
(número de publicación 85-23). 
CULTIVOS CELULARES 
Cultivos primarios 
 Los fibroblastos embrionarios de ratón (MEF) PGC1α+/+ y PGC1α-/- se obtuvieron a partir 
de embriones de 12,5-13,5 días de desarrollo. Tras separar los embriones de la placenta y lavarlos con 
solución salina, se eliminó la cabeza y lasvísceras; el resto del embrión se trituró y se incubó con tripsina 
(0,25% / 1 mM EDTA) (p/v) (Gibco), a 37ºC durante 45 minutos. Posteriormente, la preparación es 
disgregada mecánicamente mediante pipeteo y diluida en medio DMEM (medio de Eagle modificado por 
Dulbecco) (Sigma) suplementado con el 10% de suero fetal bovino (SFB) (Sigma), 2 mM de L-glutamina, 1% 
de penicilina/estreptomicina (Lonza) y 1% de aminoácidos no esenciales. Las células se depositaron en placas 
p60 (Nunc-Inmuno TM) y se incubaron a 37ºC en una atmósfera humidificada con 5% de CO2 durante 24 
horas. Pasadas 24 horas se renueva el medio con el fin de eliminar restos celulares derivados del proceso de 
aislamiento  
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 Los Fibroblastos Embrionarios de ratón (MEF) TLS+/+ y TLS -/- inmortalizados fueron 
donados por el Dr. Ron (NYU, USA). Se cultivaron en medio DMEM suplementado con 10% de SFB, 2 mM 
de L-glutamina, y 1% penicilina/estreptomicina. 
 Los hepatocitos se aislaron de ratones C57BL/6 PGC1α +/+ y PGC1α -/- mediante perfusión 
hepática y digestión con colagenasa, como se describe en Rana et al, 1994; Bahjat et al, 2000. Para ello, el 
hígado del ratón anestesiado vía intraperitoneal, se perfunde a través de la vena cava caudal, durante 10 
minutos, a un flujo constante de 7 ml/min generado por una bomba de perfusión Masterflex L/S modelo 
7518-00 (Cole-Parmer instrument Company) con una solución de lavado que contiene: NaCl 150 mM; KCl 
5,5 mM; HEPES 10 mM a pH 7.5; NaHCO3  25 mM  y EGTA 0,5 mM; y a continuación se digirió el tejido  
con una solución de  digestión que contiene NaCl 150 mM; KCl 5,5 mM; HEPES 10 mM a pH 7,5; NaHCO3  
25 mM;  CaCl2  0,5 mM y colagenasa (Actividad 150 Unidades/ml, Roche) al 0,05% (p/v) manteniendo el 
mismo flujo constante. Tras la digestión, el hígado se deposita en un material cerámico y se  disgrega el tejido 
mecánicamente con el émbolo de una jeringa. La preparación obtenida se pasa por un filtro de 70 µm (Becton 
Dickinson), con el fin de obtener una suspensión celular,  que posteriormente se centrifuga  a 50 g durante 5 
minutos a 4ºC con el fin de eliminar los restos de colagenasa. Tras la centrifugación, las células se 
resuspenden en medio Williams E (Gibco) suplementado con 10% de SFB  y se pasan por un segundo filtro. 
Finalmente el porcentaje de hepatocitos viables edetermina mediante tinción  con el colorante azul  tripan 
blue y contaje en una cámara de Neubauer. 
Los hepatocitos obtenidos se cultivan sobre un amatriz placas de de gelatina (0,2%) y colágeno (1%)  
en medio Williams E suplementado con el 10% SFB, 2 mM de L-glutamina, 100 nM de dexametasona 
(Sigma), 100 nM de insulina (Roche) y 1% penicilina/estreptomicina.  
Líneas celulares  
  FAO (línea celular de hepatoma de rata). Se cultivaron en medio RPMI (Sigma) 
suplementado con el 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina y 1%  de penicilina/estreptomicina. 
 HEK-293A (células embrionarias de riñón humanas, portadora del gen EIA). Se cultivaron 
en medio DMEM suplementado con el 10% de SFB, 2 mM de L-glutamina  y 1%  de 
penicilina/estreptomicina. 
TRATAMIENTOS DEL MEDIO DE CULTIVO 
 Ionóforo: (calbiochem).Se añadió al medio de cultivo a una concentración final de 1µM. 
 Ciclosporina A: (Sigma). Se añadió al medio de cultivo a una concentración final de 1µM. 
 Antioxidante EUK 189. Se añadió al medio de cultivo a una concentración final de 100 µM 
(Melov et al, 2001). 
 
 




Los plásmidos utilizados en este trabajo se describen en la tabla 1. 
Plásmido Características Referencia 
pShuttle-CMV   Quantum 
Shuttle pS-HA-PGC-1 
Porta la secuencia codificante de PGC-
1, con tres copias de la secuencia del 
péptido de la hemaglutinina (HA) en el 
extremo 5´, insertada entre los sitios Sal I 
y EcoR V del plásmido pShuttle-CMV 
(Valle et al, 2005) 
pS-HA-PGC-1-SR 
Porta la secuencia codificante de PGC-
1-SR (∆564-634).(Monsalve et al, 
2000). con tres copias de la secuencia del 
péptido de la HA en el extremo 5´, 
insertada entre los sitios Sal I y EcoR V 
del plásmido pShuttle-CMV 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
pS-HA-PGC-1-RRM/SR 
Porta la secuencia codificante de PGC-
1-RRM/SR(∆564-710) (Monsalve et al, 
2000) con tres copias de la secuencia del 
péptido de la HA en el extremo 5´ 
insertada entre los sitios Sal I y EcoRV 
del plásmido pShuttle-CMV 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
pS-HA-PGC-1-CTD 
Porta la secuencia codificante de PGC-
1-CTD (∆564-797) (Monsalve et al, 
2000). con tres copias de la secuencia del 
péptido de la HA en el extremo 5´, 
insertada entre los sitios Sal I y EcoR V 
del plásmido pShuttle-CMV 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
pS-HA-PGC-1-RRM 
Porta la secuencia codificante de PGC-
1-RRM (∆677-710) (Monsalve et al, 
2000). con tres copias de la secuencia del 
péptido de la HA en el extremo 5´, 
insertada entre los sitios Sal I y EcoR V 
del plásmido pShuttle-CMV 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
pS-TLS 
Porta el ADNc de TLS subclonado entre 
los sitios KpnI y XhoI del plásmido 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 




pSG5-FL-TLS Donado por el Dr.D. Hickstein (Yang et al, 2000) 
pGEX  GE Healthcare 
pGEX-TLS Donado por el Dr. T. Okamoto (Uranishi et al, 2001) 
pGEX PGC- CTD  (Olmos et al, 2009) 
pcDNA3.1  Invitrogen 
pcDNA3.1-Flag-PGC-1  (Monsalve et al, 2000) 
pcDNA 3.1-Flag-PGC-1-
CTD  (Monsalve et al, 2000) 
pcDNA3.1-Flag-PGC-1-
SR 
Porta el ADNc de PGC-1-SR con la 
secuencia Flag en su extremo 5’, 
subclonado entre los sitios AgeI y EcoRV 
del plásmido pcDNA3.1 




Porta el ADNc de PGC-1-RRM/SR 
con la secuencia Flag en su extremo 5’,  
subclonado entre los sitios AgeI y EcoRV 
del plasmido pcDNA3.1 




Porta el ADNc de PGC-1-RRM con la 
secuencia Flag en su extremo 5’, 
subclonado entre los sitios AgeI  y 
EcoRV de pcDNA3.1 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
5xUAS-luc  (Puigserver et al, 1999) 
G4-PGC-1  (Puigserver et al, 1999) 
pcDNA3.1/V5-His TOPO  Invitrogen 
pcDNA3.1V5-TLS 
Porta el ADNc de TLS, clonado en el 
vector pcDNA3.1/V5-His TOPO 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
pcDNA3.1-TLS (1-471) 
Porta el ADNc de TLS (1-471) clonado 
en el vector pADNc3.1/V5-His TOPO 
 
pcDNA 3.1-TLS (1-427) 
Porta el ADNc de TLS (1-427) clonado 
en el vector pADNc3.1/V5-His TOPO 
 
pcDNA3.1-TLS (1-367) 
Porta el ADNc de TLS (1-367) clonado 
en el vector pADNc3.1/V5-His TOPO 
 
pcDNA 3.1-TLS (1-275) 
Porta el ADNc de TLS (1-275) clonado 
en el vector pADNc3.1/V5-His TOPO 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
pADNc 3.1-TLS (269-525) El ADNc de TLS (269-525) fue clonado (Sanchez-Ramos et al, 
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en el vector pADNc3.1/V5-His TOPO. 2011) 
pAdEasy-1  Quantum 
pAd- Shuttle  
Plásmido adenoviral generado por 
recombinación de los vectores pAdEasy-1 
y pShuttle-CMV. 
(Valle et al, 2005) 
pAd- PGC1 
Plásmido adenoviral generado por 
recombinación de los vectores pAdEasy-1 
y pS-HA-PGC-1. 
(Olmos et al, 2009). 
pAd-TLS 
Plasmido adenoviral generado por 
recombinación de los vectores pAdEasy-1 
y pS-TLS. 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
 p-Shuttle silencer 1.0-CMV  Ambion 
pS-shPGC1 
La secuencia correspondiente al shRNA 
de PGC-1 descrito en la tabla 2 fue 
clonada en el vector linearizado pShuttle 
silencer 1.0-CMV 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
pS-shTLS 
La secuencia correspondiente al shRNA 
de TLS descrita en la tabla 2 fue clonada 
en el vector linearizado pShuttle silencer 
1.0-CMV 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
pS-shControl 
La secuencia correspondiente al shRNA 
descrita en tabla 2 fue clonada en el vector 
linearizado pShuttle silencer 1.0-CMV 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
p-Ad-shPGC1 
Plasmido adenoviral generado por 
recombinación de los vectores pS-
shPGC1 y pAdenoviral LacZ Backbone 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
p-Ad-shTLS 
Plasmido adenoviral generado por 
recombinación de los vectores pS-shTLS 
y pAdenoviral LacZ Backbone 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
p-Ad-shControl 
Plasmido adenoviral generado por 
recombinación de los vectores pS-
shControl y pAdenoviral LacZ Backbone 
(Sanchez-Ramos et al, 
2011) 
p-Adenoviral LacZBackbone  Ambion 
Tabla 1. Lista de plásmido generados para los ensayos de interacción entre proteínas in vitro y para 
la generación de adenovirus. 
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GENERACIÓN DE ADENOVIRUS 
Los vectores adenovirales se generaron según el método detallado en (He et al., 1998). El ADNc de 
interés se clonó en un vector lanzadera (Shuttle). Para la generación  de los adenovirus de sobreexpresión se 
utilizó como vector lanzadera el plásmido pShuttle-CMV y para los adenovirus de interferencia se utilizó 
como vector lanzadera el plásmido pSilencer según  se describe en la tabla 1, en la que seclonó la secuencia de 
interés. 
El vector adenoviral recombinante fue generado por recombinación homóloga entre el vector 
lanzadera y un vector adenoviral básico (“Backbone”), pAdenoviral LacZ Backbone/pAd-Easy-1 mediante 
cotransformación de ambos plásmidos en bacterias E. coli BJ5183 ó en células 293ª.  
La generación de partículas virales se realizó en células empaquetadoras HEK-293A, portadoras del 
el gen adenoviral E1A, ausente del vector adenoviral y necesario para la generación de particulas virales.  
La expansión de las partículas virales se llevó a cabo mediante infecciones sucesivas de un número 
creciente de placas de HEK-293A. Las células se recogen mecánicamente cuando se empiezan a observar 
efectos citopáticos, debidos a la acumulación de partículas virales, se centrifugan durante 2 minutos a 805 g y 
se resuspenden en la solución tamponante PBS (del inglés phosphate buffer). Seguidamente, se lísan las células 
mediante ciclos de congelación/descongelación y agitación vigorosa. Finalmente, se eliminan los restos 
celulares por centrifugación a 322 g durante 4 minutos. 
La determinación del título viral se realiza por el método de dilución límite. En breve, diluciones 
seriadas de una suspensión viral se utilizan para infectar una placa de 96 pocillos de células HEK-293A  
confluentes y se mantienen cultivo durante 15 días. Transcurrido ese tiempo, se realiza un recuento del 
número de pocillos con halos de lisis en las distintas diluciones, lo que permite determinar el número de 
partículas virales activas presentes en la preparación original. En general se obtuvieron títulos del orden de 
1011unidades formadoras de placa/ml (UFP/ml). 
Los adenovirus utilizados son: 
 Adenovirus de sobreexpresión de PGC-1α: Ad- PGC-1α 
 Adenovirus de sobreexpresión de TLS: Ad-TLS 
 Adenovirus control: Ad-Control 
 Adenovirus de interferencia de PGC-1α: Ad-shPGC-1α 
 Adenovirus de supresión de TLS: Ad-shTLS 
 Adenovirus de supresión control Ad-shControl 
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INFECCIÓN CON ADENOVIRUS 
Los hepatocitos primarios de ratón, las células MEF y las células FAO se infectaron con los 
adenovirus descritos anteriormente, con una multiplicidad de infección (moi del inglés multiplicity of infection) de 
1/50 (células/partículas virales) durante 12-16 horas. Tras la infección se lavan los cultivos con PBS y se 
añade medio de cultivo fresco. Transcurridas 24 ó 48 horas, se recogen las células para su posterior análisis. 
En todos los experimentos realizados, se comparó el efecto del adenovirus de expresión/supresión 
de la proteína de interés con el de un adenovirus control. Para los ensayos con los vectores adenovirales de 
sobreexpresión, se utilizó el vector adenoviral vacío, Ad-Shuttle y para las infecciones con sh-Ad-TLS y sh-
AdPGC-1 se utilizó un adenovirus que expresa un RNA de interferencia control, sh-Ad-Control. 
ARN 
 Aislamiento y purificación 
Para el aislamiento del ARN total de células se usó el reactivo TRIzol (Invitrogen), siguiendo las 
instrucciones del fabricante. Las células se lavaron dos veces con PBS frío y se lisaron con TRIzol. A 
continuación, mediante la adición de  cloroformo (MERCK) seguida de centrifugación 12000 g durante 15 
minutos, se separó la solución en tres fases, recuperando el ARN de la fase acuosa por precipitación con 
alcohol isopropílico (0,7%) (Sigma-Aldrich). Tras el lavado con etanol al 70% (MERCK), el ARN extraído se 
resuspendió en agua libre de ribonucleasas. Posteriormente se cuantificó por espectrofotometría 
(spectophotometer ND1000, Nanodrop®) y se comprobó su pureza y calidad mediante electroforesis en gel 
de agarosa. 
 Retrotranscripción (RT) 
La retrotranscripción a ADN complementario (ADNc) se realizó a partir de 1 g de ARN total 
previamente calentado 2 minutos a 72ºC. Se utilizó la transcriptasa reversa M-MLV (Moloney Murine Leucemia 
Virus Reverse Transcriptase, Invitrogen) incubada a 37ºC durante 45 min en presencia de una mezcla de 
hexámeros (GE Healthcare) cebadores. 
 Análisis cuantitativo de los niveles de ARNm  
El análisis cuantitativo de la expresión génica se realizó mediante la reacción en cadena de la 
polimerasa (qPCR) en Sistemas de Detección de Secuencia (SDS) 7900 y 7900FAST de Applied Biosystems.  
Para la mayor parte de los genes estudiados se diseñaron oligonucleótidos específicos que fueron 
sintetizados por Invitrogen (Tabla 2), para la reacción de la qPCR se utilizó SYBR Green I Dye (SYBR Green 
master Mix 2X, Applied Biosystems). Para los genes 18S y TrxR2 se emplearon sondas comerciales Taqman 
(Tabla 3). En estos casos la amplificación se llevó a cabo con TaqMan Master Mix 2X (Applied Biosystems). 
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Las condiciones de amplificación fueron las siguientes:  
 
 
Los datos fueron analizados con el programa de análisis SDS por el método de la cuantificación 
relativa por comparación de CT (threshold cycle umbral de detección establecido). Para la normalización de los 
niveles de expresión del gen de interés se utilizó la expresión del 18S (18S rRNA VIC-MGB, Applied 
Biosystems) como control de carga, a excepción de los experimentos realizados en hepatocitos en los que se 
utilizó la expresión de la β-actina (tabla 2). 
 Estudios de expresión génica de genoma completo con microarrays 
Se realizaron tres aislamientos independientes de hepatocitos primarios de ratones PGC-1+/+ y 
PGC-1-/- . Los hepatocitos fueron infectados con Ad-shTLS ó Ad-shControl. Se aisló el RNA con Trizol y 
se sometió a una segunda ronda de purificación con el Kit RNAeasy (Invitrogen). El RNA fue cuantificado y 
se comprobó su integridad en un Agilent Bio Analyzer QC) 
Para la detección de la señal de hibridación se utilizó el escáner G2565BA de Agilent. Las imágenes 
fueron analizadas con el programa Feature Extraction sov10.1.1.1 (Agilent Technologies). El análisis 
posterior de los datos se llevó a cabo usando el programa GeneSpring para el contraste shTLS/shControl. 
Los valores obtenidos se representan en escala Log2 y se acompañan del valor p corregido, considerandose 
estadísticamente signfificativos valores de p<0.05. El análisis de las funciones asociadas a los genes regulados 
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musculus 5´-gttcctcttcgcctgactgtt-3´ 5´-ctgaaccgtttccgttgctt-3´ ChIP 
Rattus 
norvegicus 5´-gttcctcttcgcctgactgtt-3´ 5´-ctgaaccgtttccgttgctt-3´ ChIP 
cat 
Rattus 
norvegicus 5´-gtcaccactccagcggg-3´ 5´-gctccttccactgcttcatc-3´ ChIP 
MnSOD 
Rattus 




musculus 5´-caaatgaacgcccccaca-3´ 5´-aatccagttccctttctatctcag-3´ ChIP 
Rattus 




musculus 5´-gggaggtctgggcaggcgatgcc-3´ 5´-gggaggtctgggcaggcgatgcc-3´ ChIP 
Rattus 
norvegicus 5´-ggggagctaggcaggtgatgaa-3´ 5´-gggtgggttcggtgtctgtg-3´ ChIP 
UCP-2 
Rattus 
norvegicus 5´-tgtgctaaggtctggggtcc-3´ 5´-tggaaagtgcagtgggagg-3´ ChIP 
Atpase β 
Rattus 
norvegicus 5´-gttccatcctgtcagggactatg-3´ 5´-tgtgctctcacccaaatgctgg-3´ qPCR 
β -actina 
Mus 


























norvegicus 5´-acgagctcatgaaagtgttgtg-3´ 5´-aatgcgatacaactcgactttctc-3´ qPCR 
MCAD 
Mus 










musculus 5´-agtgcccaggctggtactcc-3´ 5´-ccctaatcctgagaagtatctct-3´ qPCR 
NRF1 
Rattus 
norvegicus 5´-tgcaggtcctgtgggaatggctgc-3´ 5´-gtacttgcgcaccacattctc-3´ qPCR 
PARK2 
Mus 











musculus 5´-tctggtcctcggttgctcgt-3´ 5´-gtggaaagaggaactggtgct-3´ qPCR 





















norvegicus 5´-gaggagagaattaattttgc-3´ 5´-tttagcaagctgaatatatgc-3´ qPCR 
TLS 
Mus 































Tabla 2. Oligonucléotidos utilizados para ensayos de ChIP, qPCR y generación de adenovirus de 
shARNs. 
Tabla 3. Oligonucleótidos comerciales (Sondas Taqman) utilizados para Qpcr 
 
PROTEÍNAS 
 Obtención de extractos celulares totales 
Para la obtención de los extractos celulares totales se lavaron las células dos veces con PBS frío y se 
lisaron en presencia de una solución que contiene HEPES, 20 mM pH 7.9; NaCl, 125 mM; NP-40, 1%;  
EDTA, 1 mM; -glicerolfosfato, 5 mM; NaV, 0,2 mM;  NaF, 0,2 mM; NaP, 10 mM e inhibidores de 
proteasas (Protease Inhibitor Cocktail, Sigma).  
Gen Sonda Fabricante 
18S 18S rRNA pre-developed Endogenous Control, VIC-MGB (4319413E) 
Applied Biosystem
TrxR2 Mm00496771_m1, 73717G4 
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 Cuantificación e inmunodetección en soportes de membrana (Western Blot) 
Las muestras de proteínas obtenidas se cuantificaron por colorimetría mediante una modificación del 
método de Lowry (Bio-Rad DC Protein Assay). Posteriormente, 30 g de proteína desnaturalizada se 
separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de 
fluoruro de polivinilideno (PVDF) HybondTM-P (Amersham Biosciences). Con el fin de evitar uniones 
inespecíficas de los anticuerpos primarios o secundarios a las membranas, éstas se bloquearon durante 1 hora 
con leche desnatada al 5% en Tris Buffer Salino con 0,1% de Tween 20 (TBS-T). A continuación, se 
incubaron durante toda la noche a 4ºC con los anticuerpos primarios específicos de las proteínas de interés 
(Tabla 4). Tras lavar las membranas tres veces con TBS-T, se realizó la incubación con los correspondientes 
anticuerpos secundarios conjugados a peroxidasa de rábano  picante (HRP-conjugados) (Tabla 5), durante 45 
min a temperatura ambiente. A continuación se realizaron otros tres lavados con TBS-T de 15 min cada uno. 
Por último, el revelado se llevó a cabo mediante el sistema de detección quimioluminiscente ECL (Amersham 
Biosciences) y la exposición de películas autorradiográficas (AGFA). 
 Inmunoprecipitación (IP) 
La preparación de los extractos se llevó a cabo como se describe en (Monsalve et al, 2000); para ello 
las células se resuspendieron en solución de lisis (HEPES, 20 mM, pH 7,9; NaCl, 125 mM;  NP-40, 0,1%;  
EDTA, 1 mM; -glicerolfosfato, 5 mM; NaV, 0,2 mM; NaF, 0,2 mM; NaP, 10 mM e inhibidores de 
proteasas) se sometieron a un ciclo de congelación-descongelación rápida en nitrógeno líquido, se agitaron 
vigorosamente y se centrifugaron 13400 g para eliminar los restos celulares, conservando el sobrenadante. 
Para llevar a cabo las inmunoprecipitaciones se utilizó 1 mg de proteína, que se incubó con el anticuerpo 
correspondiente durante toda la noche a 4ºC y en agitación orbital (las diluciones utilizadas se encuentran en 
la Tabla 2). Tras la adición de proteína A/G-Agarosa (Santa Cruz) y posterior incubación de dos horas a 
temperatura ambiente y en agitación orbital, los inmunocomplejos se recogieron por centrifugación, se 
lavaron tres veces con PBS frío y finalmente se sometieron a electroforesis en geles SDS-PAGE, siguiendo el 
protocolo descrito anteriormente para la detección de proteínas por Western Blot.  
Como anticuerpo control para las inmunoprecipitaciones se usó la Inmunoglobulina G (IgG) de 
conejo o de ratón (Santa Cruz). 
 Inmunoprecipitación de cromatina (chIP) 
La preparación de los extractos proteínicos para ChIP se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito 
en (Valle et al, 2005) con pequeñas modificaciones. Las células se fijaron con una solución de formaldehído al 
1% (Fluka) durante 15 min; a continuación se lavaron, se recogieron  por centrifugación y se  resuspendieron 
en la solución de lísis (50 mM Tris-HCl, pH 8; 10 mM EDTA, 1% de dodecil sulfato sódico (SDS) e 
inhibidores de proteasas). A continuación, las muestras se sometieron a sonicación para fragmentar el ADN y 
se eliminaron los restos por centrifugación. La preparación de cromatina obtenida fue diluída 10x en una 
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solución sin SDS y concentrada con centricón 30, con el fin de reducir la concentración de SDS a 0.1%. La 
preparación así obtenida se incubó con un anticuerpo específico contra TLS (BD Biosciences) durante toda la 
noche a 4ºC y en agitación orbital. Los complejos proteína-ADN tras su incubación durante 2,5 horas a 
temperatura ambiente con bolas magnéticas unidas a proteínas A y G (Invitrogen) se recogieron sobre un 
soporte acoplado a un imán. Seguidamente el inmunoprecipitado se incubó 5 horas a 65ºC con el fin de 
revertir las uniones proteína-ADN. La proteína fue degradada con proteasa K y tras purificar el ADN con 
fenól/cloroformo, éste se precipita con etanol en presencia de glicógeno, se lava, se resuspende en agua y se 
analiza por qPCR, utilizando los oligonucleótidos que se indican en la Tabla 2. La señal obtenida para la 
región codificante de la β-actina se utilizaró como control negativo de enriquecimiento Las condiciones de 
amplificación fueron las siguientes: 
 
 Ensayos de interacción entre proteínas in vitro 
Se realizó siguiendo el protocolo descrito en (Olmos et al, 2009). Las proteínas de fusión GST-PGC-
1-CTD y GST-TLS (GST, Glutation S-transferasa) se produejron en la cepa de E.coli  Bl21DE3 tras 
inducción por isopropil--D-1-tiogalactopiranósido (IPTG) durante 3 horas y se purificaron mediante 
cromatografía en columnas de afinidad de glutation-agarosa (Pharmacia Biotech) siguiendo las instrucciones 
del fabricante.  
Para generar las proteínas TLS(1-525), TLS-NTD (1-275), TLS-CTD (269-525), PGC-1(1-797), 
PGC-1-∆CTD (∆564-797), PGC-1-∆SR (∆564-634), PGC-1-∆RRM (∆677-710), PGC-1-∆SR/∆RRM 
(∆564-710), fueron generadas y marcadas mediante transcripción/tranducción in vitro en presencia de 
metionina-[S35] utilizando el sistema de transcripción y traducción acopladas in vitro TNT® de Promega. La 
trascripción ocurre a partir del promotor T7 presente en el vector de expresión correspondiente. Las 
proteínas marcadas radiactivamente con S35 se incubaron con 1 g de las proteínas de fusión unidas a GST 
previamente inmovilizadas sobre bolas de glutation-agarosa. La mezcla se incubó 1 hora a temperatura 
ambiente en tampón de unión (20 mM Tris-HCl, pH 8.0; 10%; glicerol; 5 mM MgCl2; 0.5 mM EDTA; 0.5 
mM EGTA; 2 mM ditiotreitol; 0.1-0.4% NP-40; 100 mM Kcl). Tras tres lavados con el tampón de unión, las 
muestras fueron sometidas a electroforesis en geles SDS-PAGE y visualizadas mediante autorradiografía tal y 
como se describe en Olmos et al, 2009). 
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Anticuerpo anti- Origen Proveedor 
Dilución empleada 
WB IP 
-actina Ratón Sigma 1:5000  
Catalasa Conejo Chemicon International 1:5000  
Cyt C Conejo BD  Pharmingen 1:5000  
Flag    25 ul 
HA-II agarose beads  BabCo  25ul 
MCAD Conejo  1:1000  
MnSOD Conejo Stressgen 1:10000  
PGC-1 Conejo Santa Cruz (H-300) 1:1000 1:100 
Cayman Chemical 1:1000 1:100 
Prx3 Conejo LabFrontier 1:2000  
Prx5 Conejo Santa Cruz (FL-214) 1:2000  
TLS Conejo Novus 1:30000 1:3000 
Trx2 Conejo LabFrontier 1:1000  
TrxR2 Conejo LabFrontier 1:500  
UCP-2 Conejo BioLegend 1:1000  
Tabla 4. Anticuerpos primarios  y secundarios empleados para inmunodetección (WB) e 
inmunoprecipitación de proteínas (IP). 
Anticuerpo  Origen Proveedor Dilución empleada 
HRP-IgG de ratón Oveja GE-Healhcare 1:4000 
HRP-IgG de conejo Burro GE-Healhcare 1:4000 
Alexa Fluor 488 cabra anti conejo 
IgG (H+L) 
Cabra M.P 1:500 
Tabla 5. Anticuerpos secundarios empleados para inmunodetección (WB), inmunoprecipitación de 
proteínas (IP), e inmunofluorescencia  
 
TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS 
Las transfecciones de ADN se realizaron con Lipofectamina 2000 (Invitrogen) en células a un 60-70 
% de confluencia. Para ello, se prepararon diluciones de ADN y de Lipofectamina 2000 en medio Opti-MEM 
I (Invitrogen) sin SFB. Después de 5 minutos de incubación, se mezclaron ambas diluciones y tras una 
agitación suave se incubó durante 20 minutos a temperatura ambiente para permitir la formación de los 
complejos de ADN-Lipofectamina (relación 1 g: 2l). A continuación se añadió la mezcla con los complejos 
a las células en el medio sin antibiótico. Tras una incubación de 6 horas a 37º C, las células se lavaron con 
PBS y se añadió medio RPMI  completo. Las células se recogieron  para su posterior análisis transcurrido 
entre 24-48 horas desde la transfección. 
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ENSAYOS DE LA ACTIVIDAD LUCIFERASA 
Para  llevar a cabo las determinaciones de actividad luciferasa presente en los extractos celulares se 
empleó el sistema Luciferase Reporter Assay System (Promega) siguiendo las instrucciones del fabricante. La 
cuantificación se realizó transcurridas 24 horas desde la transfección de los plásmidos correspondientes en un 
luminómetro Orion Microplate (Berthold Detection Systems). 
Para normalizar la expresión de la actividad luciferasa, se determinó la cantidad de ADN plasmídico 
transfectado mediante análisis con qPCR. 
DETERMINACIÓN DE APOPTOSIS 
Para inducir la muerte celular por apoptosis, las células fueron tratadas con 150µM de H2O2  
(Peróxido de hidrógeno) durante 6 horas. A continuación, se aislaron los extractos celulares y  se incubaron 
durante 30 minutos a temperatura ambiente, con un sustrato fluorescente de la Caspasa-3: Ac-DEVD-AMC 
(Pharmingen) en  una  placa de 96 pocillos, a una concentración final de 20µM. El producto fluorescente 
resultante de la degradación proteolítica fue detectado en un fluorímetro: FLuoroscan Ascent (Thermo 
Labsystems) como se describe en Valle et al, 2005. 
DETECCIÓN DE ESPECIES REACTIVAS DE OXÍGENO (ROS) 
Para inducir la producción de ROS mitocondriales se utilizó el compuesto 2,3-Dimetoxi-1-
naftoquinona (DMNQ), (calbiochem) que actúa bloqueando la cadena de transporte de electrones 
mitocondrial. Las células se incubaron durante 2,5 horas a 37ºC con 20 µM de DMNQ, añadido directamente 
al medio de cultivo.  
La cuantificación del nivel intracelular de ROS se realizó por dos métodos:  
Microscopía Confocal: 
Se utilizó la sonda MitoSOX™  (Red mitochondrial superoxide indicator for live-cell, imaging, 
Molecular Probes) que  reacciona con el anión superóxido presente en la mitocondria. Para ello,  las 
células se cultivaron sobre cubreobjetos de cristal, WillCo-dish Glass Bottom dish (WillCo Wells Bv) y se 
incubaron con 5 µM de MitoSOX™  durante 10 minutos  a 37ºC,  en oscuridad, a continuación, se 
lavaron las células con PBS y se fijaron con paraformaldehido (PFA) al 3%. Tras lavar y montar los 
cubreobjetos con una solución de inclusión de polivinilalcohol (Mowiol) con Dabco sobre 
portaobjetos Menzel Gläser Superfrost® de Thermo Scientific, se adquirieron las imágenes mediante  
microscopía  de confocal  en el micrscopio confocal SPE de Leica 4-laser-line upright confocal with 
transmission detector. La cuantificación de  la concentración de ROS mitocondriales se llevó a cabo 
mediante el análisis de la intensidad media de fluorescencia con el programa de análisis LAS AF 
lite_2.0.2  de Leica Mycrosistems. 
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Citometría de flujo: 
Para la determinación de superóxido mitocondrial: las células se incubaron con la sonda 
MitoSOX™  a una concentración de 5  M, diluido en el medio de cultivo, durante 10 min a 37ºC; a 
continuación las células se tripsinizaron, se centrifugaron a 453 g durante 5 minutos y se 
resuspendieron en PBS para posteriormente medir  la intensidad de fluorescencia por citometría de 
flujo en el citómetro FACSCanto II de Becton Dickinson. La cuantificación de la concentración de 
los ROS mitocondriales se llevó a cabo mediante el análisis de la intensidad media de fluorescencia 
con el programa de análisis BD FACSDiva (Becton Dickinson). 
La determinación de ROS totales se llevó a cabo a través del marcaje con la sonda 
fluorescente 5-clorometil-2’7’-diclorodihidrofluoresceína diacetato acetil ester (CM-H2DCFDA, 
Molecular Probes) a una concentración de 4 M, diluido en el medio de cultivo, durante 30 min a 
37ºC; a continuación las células se tripsinizaron, se centrifugaron a 453 g durante 5 minutos y se 
resuspendieron en PBS para posteriormente medir  la intensidad de fluorescencia por citometría de 
flujo en el citómetro FACSCanto II de Becton Dickinson. La cuantificación de  la concentración de 
los ROS totales presentes en la célula se realizó mediante el análisis de la intensidad media de 
fluorescencia con el programa de análisis BD FACSDiva (Becton Dickinson). 
ENSAYOS DE ACTIVIDAD CATALASA Y SUPERÓXIDO DISMUTASA (SOD) 
La actividad Catalasa y SOD se evaluó a través del sistema Catalase Assay Kit (Cat. No. 219265  de 
Calbiochem) y  Superoxide Dismutase Assay Kit II (Cat. No. 574601 de Calbiochem) respectivamente,  
siguiendo las instrucciones del fabricante. La medida de la fluorescencia se llevó a cabo en un fluorímetro: 
FLuoroscan Ascent (Thermo Labsystems). 
INMUNOFLUORESCENCIA 
Los hepatocitos PGC-1+/+ y PGC-1-/- cultivados y fijados sobre cubreobjetos de cristal se 
incubaron con una dilución 1:3000 del anticuerpo primario frente a TLS (Tabla 2) durante 1 hora a 
temperatura ambiente, se lavaron tres veces con PBS y se realizó una nueva incubación con una dilución  de 
trabajo 1:500 del anticuerpo secundario Alexa Fluor 488 cabra anti conejo IgG (H+L). El marcaje de los 
núcleos se realizó incubando las muestras con una dilución 1:1000 del fluorocromo de cianina To-Pro3 
(invitrogen) en PBS durante 15 minutos a temperatura ambiente. Finalmente los cubreobjetos se montaron en 
los portaobjetos con una solución de  montaje Mowiol-Dabco y se sellaron con esmalte de uñas.  
La visualización de las muestras se realizó en un microscopio de Epifluorescencia Nikon Eclipse Ti-
E de Nikon. La captura y análisis de las imágenes se realizó con el programa Nikon NIS reprocessing e Image 
J respectivamente. 
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ISQUEMIA REPERFUSIÓN HEPÁTICA 
 Anestesia 
El  procedimiento quirúrgico se llevó  a cabo bajo anestesia inhalatoria con isofluorano. La inducción 
anestésica se realizó con isofluorano al 5% con un flujo de oxígeno de 1,5 l/min, y se mantuvo durante toda 
la operación con isoflurano al 1,5-2% con flujo constante de oxígeno.  
 Cirugía 
Una vez inducida la anestesia en el animal,  se rasuró el abdomen, se colocó en posición decúbito supino 
sobre una placa térmica, a 37ºC, en la mesa de operaciones y se inmovilizó. Previo lavado del abdomen con 
povidona iodada, se realizó una laparotomía longitudinal aproximadamente 1-2 cm por debajo del apéndice 
xifoides. A continuación se procedió a realizar el procedimiento de isquemia, que consiste en la oclusión de la 
arteria hepática  y la vena porta con una micropinza o microclamp microvascular. Por la anatomía del ratón la 
arteria y la vena son muy difíciles de separar y se comprimen juntas. A continuación se retira el microclamp, 
restituyendo el flujo sanguíneo en el hígado (Fig. 4A y B). 
Para finalizar la intervención quirúrgica se suturó la herida del animal con sutura continua de la capa 
muscular y con sutura discontinua, de  la epidermis, con seda 2/0 (Suturas Aragón). A continuación se aplicó 
povidona iodada a la zona afectada. Los animales se mantuvieron en observación hasta que despertaron y 
recuperaron el ritmo cardíaco fisiológico y la temperatura corporal. A continuación se le administró  analgesia 
por vía subcutánea (buprenorfina 0,1 μg/g de peso del animal) y se mantuvo al animal hasta sacrificio 







Figura 4. (A) Fase de isquemia por oclusión de la  
   vena porta y la arteria hepática con un microclamp  
    vascular. (B) imagen ampliada. 
A B
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 Grupos experimentales 
Todos los animales fueron sometidos a anestesia, laparotomía longitudinal, y se les dispensó suero 
salino en el interior de la cavidad peritoneal. Los tiempos de cirugía y anestesia fueron los mismos en todos 
los grupos 
 Control: (n=10, PGC1α+/+; n=6, PGC1α-/-; n=8, HE).  
 IR (ratón sometido a un proceso de isquemia-reperfusión): (n=10, PGC1α +/+; n=6, 
PGC1α-/-; n=8 HE). Los animales  fueron sometidos a anestesia, laparotomía longitudinal, y 
oclusión de la arteria hepática y vena porta durante 30 minutos.  
 PC+ IR (ratón sometido a proceso de precondicionamiento isquémico seguido de 
isquemia-reperfusión): (n=10, PGC1α+/+; n=6, PGC1α-/-; n=8 HE). Los animales  fueron 
sometidos a anestesia, laparotomía longitudinal, y oclusión de la arteria hepática y vena porta 
durante 5 minutos seguidos de 10 minutos de reperfusión (precondicionamiento isquémico) y a 
continuación se realizó una aegunda oclusión la arteria hepática y vena porta 30 minutos). 
Se recogieron muestras de sangre y de hígado a las 4 h, 6h, 24h y 1 semana tras la cirugía, de todos 
los grupos experimentales. 
 Procesamiento  y análisis histológico de las muestras 
Las muestras de sangre se obtuvieron por punción de la vena cava caudal, depositadas en tubos 
heparinizados (SARSTEDT)  y se centrifugaron, durante 10 min a 800 g  a 4ºC, para obtener el plasma. 
La fracción plasmática se utilizó para la determinación de la actividad plasmática de transaminasas 
hepáticas, utilizada como parámetro indicador de la lesión hepática: 
 ALT o GPT (Alanina amino transferasa o Glutamate Pyruvate Transaminase). Su elevación en 
plasma es característica de patologías hepatobiliares.  
 AST o GOT (Aspartato amino transferasa o Glutamyl Oxaloacetic Transaminase). Su elevación en 
plasma puede estar asociada a daño muscular cardiaco o esquelético además de la afectación 
específica del parénquima hepático. 
 La determinación de la actividad de la GPT y GOT se llevó a cabo a través de la medida de la 
actividad cinética de la GPT  (referencia: GN 41125, Gernon) y de la  GOT  (referencia: GN 40125, Gernon), 
siguiendo las instrucciones  del fabricante. 
Las muestras del tejido hepático se congelaron en nitrógeno líquido y se mantuvieron a – 80ºC hasta 
su posterior procesamiento.  
Para la obtención de extractos de proteína total, las muestras de tejido hepático, previamente 
congeladas, se homogenizaron en presencia de 1 ml de solución de lisis para extractos totales, descrita 
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previamente, en un homogenizador ultra-Turrax T25, Janke γ Kunkel IKA ®-LabortechniK. La muestra, una vez 
lisada, se procesó siguiendo el protocolo anteriormente descrito para proteínas celulares  
Para la extracción de ARN, las muestras de tejido hepático, previamente congeladas, se 
homogenizaron en presencia de de 1 ml de Trizol. Una vez lisado el tejido, se centrifugó a 12000 g durante 10 
minutos a 4ºC, para eliminar el material insoluble. La extracción, cuantificación y análisis del ARNm se realizó 
según se ha descrito previamente. 
 Inclusión de tejidos en parafina, corte en microtomo y tinción hematoxilina-eosina 
Las muestras de tejido hepático se fijaron en formol tamponado al 10% durante toda la noche. Al día 
siguiente se deshidrataron las muestras en soluciones de etanol en porcentajes crecientes y finalmente en xilol. 
Una vez deshidratadas, se incluyeron en parafina en un procesador de muestras (Leica ASP300); los bloques 
se montaron en la estación de parafina  (Leica EG1150C). Posteriormente se realizaron cortes seriados en 
secciones de 4-5 µm  en el microtomo (Leica RM2155) que se colocaron en portaobjetos polarizados. 
Para evaluar la lesión hepática se llevó a cabo la tinción con hematoxilina-eosina que se realizó con el  
sistema Leica Multistainer ST5020. Las muestras se montaron y se visualizaron en un microscopio Nikon 90i y 
las imágenes se adquirieron con una cámara acoplada al microscopio. El programa de captura de imágenes fue   
y el del procesamiento Adobe Photoshop. 
 Inclusión de tejidos por congelación y corte en criostato 
Las muestras de tejido hepático se fijaron en 4% de PFA durante toda la noche. Al día siguiente, 
fragmentos del tejido de 1cm  se incluyeron en el reactivo OCT™ (Optimal Cutting Temperature) (Tissue Tek) 
que ayuda a mantener la estructura del tejido y se sometieron a congelación rápida en nieve carbónica. Se 
hicieron cortes seriados en secciones de 4-6 µm con un criostato motorizado (Leica CM1850) que se 
montaron sobre portaobjetos polarizados Superfrost®Plus  (Menzel Gläser). 
Tanto las muestras parafinadas como las incluídas en OCT se almacenaron a -80º C hasta su 
procesamiento. 
 Detección de células apoptóticas 
La detección de la acumulación de  células apoptóticas  en el tejido, se llevó a cabo mediante el 
método TUNEL. Esta técnica permite detectar el tipo de fragmentación nuclear del ADN que tiene lugar tras 
la apoptosis (Gavrieli et al, 1992). 
Los portaobjetos con las secciones se descongelaron a temperatura ambiente y se marcaron con el 
sistema in situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein (Roche) siguiendo las instrucciones del fabricante. Una vez 
finalizado el marcaje se depositó una gota de medio de montaje Mowiol-Dabco y se cubrió con un  
cubreobjetos de 24x60 mm (Menzel Gläser). 
Materiales y Métodos 
51 
 
Las muestras se visualizaron en un microscopio  confocal  espectral, de leica Microsistems, con 
escáner resonante, montado sobre microscopio invertido DMI 6000B, equipado con un láser de argón con 5 
líneas de excitación (456, 476, 488, 496, 514nm), láser diodo de 561nm, láser diodo de 594nm, láser diodo de 
633nm y un láser diodo azul (405nm) capaz de excitar DAPI. El programa de captura de imágenes fue LAS 
AF lite de Leica y el de procesamiento Image J y Adobe Photoshop. 
MODELO EXPERIMENTAL DE HIPOXIA-REOXIGENACIÓN “IN VITRO” 
Se utilizaron hepatocitos primarios de ratón que fueron aislados y cultivados según se ha descrito 
previamente. Se mantuvieron en un incubador de hipoxia a una concentración de oxígeno del 3%. 
Posteriormente las placas de cultivo se introdujeron en cámaras de hipoxia (Ruskinn in vivo2 400) que 
permiten controlar la tensión oxígeno y el dióxido de carbono. 
Condiciones experimentales: 
 Control: Las células se mantuvieron en un incubador al 3% de tensión de O2 y 5% de CO2 
durante todo el perido experimental. 
 Hipoxia Las células se mantuvieron en una cámara de hipoxia al 3% de O2 y 5% de CO2  
durante 24 horas, transcurrido ese tiempo se mantuvieron en 1% de O2 hasta el momento de ser 
recogidas. 
 Hipoxia-Reoxigenación: Las células se mantuvieron en una cámara de hipoxia al 3% de O2 
y 5% de CO2  durante 24 horas, transcurrido ese tiempo se mantuvieron en 1% de O2 durante 14 horas, 
seguidamente se restableció la tensión de oxígeno del 3% durante 6 h, momento en el que se recogieron 
las células.  
APLICACIONES INFORMÁTICAS 
 Primer Express (http://www.appliedbyosistems.com): diseño de oligos. 
 ADNSTAR Lasergene (http://www.ADNstar.com): (Blattner & Schroeder, 1984) diseño de 
oligos y análisis de secuencias. 
 Ingenuity (http://www.ingenuity.com/index.html): Análisis funcional genético del array. 
ANÁLISIS ESTADÍSTICO 
El análisis estadístico de los datos se llevó a cabo mediante el test de Student (t-test), el análisis de la 
varianza (ANOVA) o test no paramétricos, según los casos. Los valores de probabilidad (p) iguales o 
inferiores a 0,05 fueron considerados como estadísticamente significativos. Los datos se representan como la 













































Capítulo I: PGC-1α regula la 
actividad transcripcional de TLS 
sobre el sistema de protección frente 













TLS interacciona con PGC-1α 
PGC-1α es un regulador maestro del metabolismo oxidativo y de la función mitocondrial 
(Handschin, 2009) que regula la expresión de un grupo de genes implicados en la protección frente al estrés 
oxidativo (Valle et al, 2005). En el hígado, la función fisiológica de PGC-1α está especialmente bien 
caracterizada, regula el metabolismo celular induciendo en condiciones de ayuno la activación de diferentes 
rutas metabólicas implicadas en la obtención de energía (Puigserver et al, 2003; Shin et al, 2003; Li et al, 2007; 
Speckmann et al, 2008). 
Para investigar la posible interacción entre el sistema de protección frente a estrés oxidativo 
mitocondrial, regulado por PGC-1α y los mecanismos que controlan la respuesta al daño genotóxico, se 
realizó, un ensayo de doble híbrido en levaduras, utilizando como “cebo” la región carboxilo terminal de 
PGC-1α (CTD) que comprende entre los aminoácidos (aa) 580-797 y que contiene un dominio regulador de 
la actividad de PGC-1α en el que se han mapeado sitios de interacción para varios factores de trascripción, así 
como, residuos susceptibles de modificación por fosforilación y un motivo de unión a ARN. El “screening” se 
realizó contra una librería de ADNc humana. Se obtuvieron 32 clones positivos, de los cuales tres, 
correspondían a la proteína TLS. TLS es un regulador de la expresión génica a varios niveles, con capacidad 
de funcionar como coactivador y corepresor transcripcional (Hallier et al, 1998; Powers et al, 1998; Uranishi 
et al, 2001; Wang et al, 2008). A nivel funcional, se ha descrito como una proteína implicada en la respuesta 
celular frente al daño genotóxico (Kuroda et al, 2000). Por todo ello decidimos estudiar la relación funcional 
entre TLS y PGC-1α. 
Con el fin de mapear las regiones de interacción entre PGC-1α y TLS se realizaron ensayos de 
interacción entre proteínas in vitro del tipo “GST pull down”. Empezamos por testar la interacción de la 
proteína de fusión GST-TLS, con PGC-1α o con varios mutantes de deleción de PGC-1α en el dominio 
CTD, todos ellos marcados radiactivamente y generados mediante transcripción-traducción in vitro (IVT). La 
estructura secundaria de PGC-1α y de los diferentes mutantes aparece descrita en la figura 5A. Los resultados 
obtenidos indican que TLS interacciona directamente con PGC-1α y con los mutantes ∆RRM (∆677-710), 
∆SR (∆564-634) y ∆SR/∆RRM (∆564-710),  pero no con PGC-1α-∆CTD (1-564), indicando que esta 
interacción no requiere ni de la región de unión a ARN (RRM), ni la región rica en serinas y argininas (SR) 
sugiriendo que la interacción se produce probablemente a través de la región 710-797. (Fig. 5C). 
Para identificar la región de TLS que interacciona con PGC-1α-CTD, se utilizaron de nuevo el 
mismo tipo de ensayos de “GST pull down” en los que se testó la interacción de la proteína de fusión GST-
PGC-1α-CTD (Olmos et al, 2009) con TLS y con una serie de mutantes de la zona C-terminales de la 
proteína. La estructura secundaria de TLS y de los diferentes mutantes aparecen descritos en la figura 5B. 
Observándose que la deleción de los 50 aa C-terminales (aa1-471) era suficiente para suprimir la capacidad de 
TLS de interaccionar con PGC-1α (Fig. 5D). Esta región corresponde a la zona rica en tripletes de de Arg-




al ARN (Burd & Dreyfuss, 1994; Lerga et al, 2001), así como mediadora de las interacciones proteína-
proteína (Cartegni et al, 1996; Bouvet et al, 1998).  
Con el fin de comprobar que la pérdida de la interacción no era debida a una desestabilización de la 
proteína, se generaron dos fragmentos complementarios correspondientes a los dominio N-terminal (TLS-
NTD) (aa 1-275) y C-terminal (TLS-CTD) (aa 269-525) de TLS y se testó su capacidad para interaccionar con 
PGC-1α-CTD, observándose que PGC-1α-CTD era capaz de interaccionar con TLS-CTD pero no con la 
región TLS-NTD, lo que confirmaba que la interacción se produce a través de la región C-terminal (Fig. 5D).  
Para determinar si, la interacción de PGC-1 con TLS tiene lugar en el contexto celular, se realizaron 
experimentos de coinmunoprecipitación (coIP) en células 293T que fueron tranfectadas con vectores de 
expresión para la proteína TLS unida al péptido Flagy para PGC-1 y los mutantes de PGC-1, fusionados a 
tres copias del péptido HA. Se inmunoprecipitó PGC-1 y los mutantes con un anticuerpo monoclonal 
contra el péptido HA y se analizó la presencia de TLS en el inmunoprecipitado. Al igual que en los ensayos “ 
GST-pull down” se observó que, TLS coinmunoprecipitaba con la proteína completa y con los mutantes 
∆RRM (∆677-710), ∆SR (∆564-634) y ∆SR/∆RRM (∆564-710), pero no junto con el mutante ∆CTD (1-564), 
lo que confirma la hipótesis de que TLS interacciona con PGC-1 a través de la región correspondiente a los 
aa 710-797 y que esta interacción ocurre en el contexto celular (Fig. 6A). Finalmente, para comprobar si la 
interacción ocurría de manera natural en las células, se realizó un ensayo de coIP en extractos totales 
provenientes de hepatocitos primarios de ratón, en los que se inmunoprecipitó PGC-1, con un anticuerpo 
específico y se analizó la presencia de TLS en el inmunoprecipitado por WB. Observando que efectivamente 
TLS aparecía enriquecido en las muestras inmunoprecipitadas con el anticuerpo específico contra PGC-1  

































Figura 5. Mapeo de las regiones de interacción entre PGC-1α y TLS. (A, C) Estructura secundaria de 
PGC-1α (A), TLS (C) y de los mutantes utilizados en este estudio. (B,D) “GST-pull down”. 1 g de la 
proteína de fusion GST-TLS (B) GST-PGC-1-CTD (D) fue inmovilizada en una matriz de glutation e 
incubada con las variantes indicadas de PGC-1α (B) y de TLS (D) que fueron producidas in vitro (IVT) y 
marcadas con [35S]-Met. La proteína unida a la matriz fue sometida a electroforesis en geles SDS-PAGE y 
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Figura 6. Interacción entre PGC-1α y TLS en células. (A) Las células 293T fueron co-transfectadas con 
vectores de expresión para la proteína TLS unida al péptido Flag y para PGC-1α, o los mutantes de la 
proteína PGC-1α unidas a la hemaglutinina (HA).Se inmunoprecipitó PGC-1 con un anticuerpo 
monoclonal anti-HA, y se analizó la presencia de TLS en el inmunoprecipitado mediante western blot. (B) 
Extractos totales de hepatocitos primarios de ratón fueron utilizados para inmunoprecipitar PGC-1 con un 
anticuerpo específico. La presencia de TLS en el inmunoprecipitado fue analizada por western blot. F.L 
(proteína completa del inglés full-length). 
 
TLS regula la actividad transcripcional de PGC-1α 
Con el objeto de determinar si TLS regula directamente la actividad transcripcional de PGC-1, se 
realizó un experimento de actividad transcripcional mediante transfección transitoria con gen reportero, 
también denominado de doble híbrido en mamíferos. Para ello, se utilizó un vector de expresión para la 
proteína PGC-1 fusionada al dominio de unión de la proteína Gal4 de levaduras. Este dominio dirige el 
reclutamiento de la proteína a 5 sitios UAS clonados en tándem en la región promotora del gen reportero de 
la luciferasa. Este plásmido fue transfectado en las  células MEF TLS+/+ y TLS-/-, observándose que la 
actividad transcripcional de PGC-1 era menor en MEF TLS-/-  que en MEF TLS+/+, lo que parece indicar 
que TLS aumenta la actividad transcripcional de PGC-1  (Fig. 7A).  
Para comprobar que TLS aumentaba la actividad transcripcional de PGC-1, mediante su interacción 
directa con PGC-1, se realizó un  ensayo de rescate de la actividad de PGC-1 sobre células MEF TLS-/- 
que se cotrasfectaron con un vector de expresión para TLS o para el mutante de TLS (TLS-Δ1), que aunque 
carece de la región de interacción con PGC-1, tiene todos sus dominios de activación transcripcional 
intactos junto con el vector de expresión para PGC-1. Determinándose que, TLS pero no TLS-Δ1 podía 
aumentar la actividad transcripcional de PGC-1 en las  células MEF TLS-/-,  lo que apoyaba la hipótesis de 
que la actividad de TLS sobre PGC-1, requiere de la interacción directa entre las dos proteínas (Fig. 7B). 
Para determinar si esta regulación era o no específica del tipo celular se repitió el ensayo en este caso en una 
línea celular de hepatoma de rata (FAO), obteniéndose el mismo resultado, lo que confirma que TLS es un 
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Figura 7.TLS incrementa la actividad transcripional de PGC-1α. (A) MEF TLS+/+ y MEF TLS-/- fueron 
cotransfectadas con  un plásmido portador el gen reportero de la luciferasa bajo el control de un promotor 
con 5 sitios UAS (5x-UAS-luc) y distintas cantidades de un vector de expresión para la fusión GAL4-DBD-
PGC1. B-C) las células MEF TLS-/ (B) o las células FAO (C) fueron cotransfectadas con el plasmido p5x-
UAS-luc con las cantidades indicadas del plasmido pGAL4-DBD-PGC1 y un vector de expresión para TLS 
wt o el mutante TLS∆1, que carece de la región de interacción con PGC-1. (A-C) La actividad luciferasa fue 
determinada 24 horas después de la transfección. Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) 
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PGC-1 regula el sistema de protección frente a estrés oxidativo de origen 
mitocondrial en hepatocitos primarios de ratón 
El hígado es el órgano central en el control del metabolismo del organismo y en el proceso de 
detoxificación de todo tipo de sustancias tóxicas provenientes de la ingesta de alimentos. Ambos procesos, 
hacen del hígado un órgano sometido a altas concentraciones de ROS, por lo que se requiere para el 
adecuado mantenimiento de su funcionalidad de unos sistemas antioxidantes muy eficientes.  
Cuando nos planteamos este trabajo sabíamos que PGC-1 regulaba la expresión de varios genes 
implicados en el control y en  la eliminación de los ROS mitocondriales mitocondriales (St-Pierre et al, 2003; 
Valle et al, 2005; St-Pierre et al, 2006), pero no se había descrito que esta regulación ocurriera en el hígado. Lo 
que si se había descrito era que PGC-1 tenía un papel fundamental en la regulación del metabolismo 
hepático ya que PGC-1 participa en la regulación del catabolismo lipídico en la gluconeogénesis, en la 
biosíntesis del grupo hemo y en la síntesis de las sales biliares (Handschin, 2009; Li et al, 2009). Por ello 
decidimos evaluar la capacidad de PGC-1 de regular el sistema de protección frente a estrés oxidativo 
mitocondrial en hepatocitos primarios  aislados de ratón. Para ello, por un lado se realizaron ensayos de 
sobreexpresión de PGC-1, utilizando como vector de expresión un adenovirus recombinante, Ad-PGC-1  
y por otro lado se suprimió  la expresión de PGC-1 con un ARN de interferencia (shARN) específico 
contra PGC-1 y expresado también por un adenovirus recombinante  Ad-shPGC-1. Se observó que 
cuando se sobreexpresa PGC-1 hay un incremento en  la expresión de varios genes implicados en el sistema 
de detoxificación mitocondrial, como MnSOD, Cat, UCP-2, Prx3, Prx5, Trx2 y TrxR2 (Fig. 8A) y que cuando 
se suprime la expresión de PGC-1  hay una disminución generalizada en los niveles de expresión de estos 
mismos genes (Fig. 8B). Este resultado confirma que la regulación por PGC-1 de los sistemas antioxidantes 





















































Figura 8.PGC-1 regula la expresión de genes de protección frente al estrés oxidativo de origen 
mitocondrial en hepatocitos primarios. (A) Los hepatocitos primarios de ratón que fueron infectados con 
Ad-PGC-1 o con un adenovirus control (Ad). (B) Los hepatocitos primarios de ratón fueron infectados con 
el adenovirus Ad-shPGC-1 o con un adenovirus control (Ad-shControl). (A-B) La expresión relativa de los 
genes indicados fue determinada por qRT-PCR a partir de ARN total, utilizando el ARN de la β-actina como 
control endógeno. A las muestras de referencia se les asignó el valor de 1. Las gráficas se muestran como la 





TLS regula el sistema de protección frente a estrés oxidativo de origen mitocondrial 
Como ya se ha comentado previamente, TLS participa en la respuesta celular frente al daño 
genotóxico. Teniendo en cuenta que la acumulación de ROS, puede ser unos de los factores implicados en el  
daño al ADN, se decidió estudiar si TLS al igual que PGC-1, podía intervenir en la regulación 
transcripcional  de los genes de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial. Para ello, se infectaron 
células FAO con un adenovirus recombinante que dirige la expresión de TLS (Ad-T) y un adenovirus control 
(Ad).  El análisis de expresión del  ARNm y proteína mostró que TLS induce la expresión de todos los genes 
analizados del sistema de detoxificación de ROS como MnSOD, Catalasa, Prx3, Prx5, Trx2, TrxR2 y UCP-2 
(Fig. 9A y B).  
Para comprobar si los genes estudiados, eran regulados directamente por TLS, se llevó a cabo un 
experimento de inmunoprecipitación de cromatina, utilizando oligonucleótidos dirigidos contra las regiones 
promotoras de estos genes que mostraban homología con las regiones promotoras de estos mismos genes 
humanos, para las que se había descrito previamente una asociación con PGC-1 (Valle et al, 2005). Los 
resultados muestran que TLS se asocia, al menos con las regiones promotoras de sod2, prx3, prx5, catalasa y 
ucp-2 (Fig. 9C).  
Los resultados obtenidos sugieren que TLS  actúa modulando positivamente la expresión de una serie 
de proteínas implicadas en la defensa frente al estrés oxidativo, incluyendo tanto enzimas que detoxifican los 


















Figura 9. TLS regula la expresión de los genes de protección frente al estrés oxidativo de origen 
mitocondrial en células FAO. (A-B) Las células FAO se infectaron con Ad-TLS o con un adenovirus 
control (Ad). (A) La expresión relativa de los genes indicados fue determinada por qRT-PCR a partir de ARN 
total. El ARN18S fue utilizado como control de carga. A las muestras de referencia se les asignó un valor de 
expresión 1. (B) Análisis por Western Blot. (C) La localización de TLS en las regiones promotoras de los 
genes indicados fue analizada en células FAO mediante un ensayo de ChIP. La secuencia codificante de la β-
actina fue utilizada como control negativo. A las muestras de referencia (IgG) se les asignó el valor de 1. (A, 
C) Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de tres experimentos 


































































































 En base a estos datos, decidimos evaluar el impacto de esta regulación sobre los niveles 
intracelulares de ROS en las células FAO, en las que se sobreexpresó TLS y en las células control. Las células 
se incubaron con la sonda fluorescente para ROS, CM-H2DCFDA. Esta sonda reacciona preferentemente 
con el H2O2, pero también con otros ROS presentes en el citoplasma. La señal emitida se evaluó por 
citometría de flujo. El análisis mostró que la sobreexpresión de TLS disminuye la intensidad de fluorescencia, 
lo que sugiere una reducción en la acumulación de los ROS totales presentes en las células, probablemente 
debido a la presencia de unos sistemas de detoxificación más activos (Fig. 10A). 
Con el fin de investigar de forma más directa, si la sobreexpresión de TLS incrementa la capacidad de 
detoxificación celular y reduce la producción mitocondrial de O2-, las células FAO infectadas con Ad-TLS, se 
trataron con DMNQ, un inhibidor de la cadena de transporte de electrones, que incrementa la producción 
mitocondrial de O2- de forma dependiente de dosis y se evaluaron mediante microscopía confocal, los niveles 
mitocondriales de O2-, con la sonda fluorescente Mitosox, que reacciona con el O2- mitocondrial, 
observándose que, en concordancia con los experimentos anteriores, la sobreexpresión de TLS reduce los 
niveles mitocondriales de ROS (Fig. 10B). Por lo que se puede concluir que TLS reduce los ROS, al menos en 
parte, debido a que es capaz de incrementar la capacidad de detoxificación celular.  
Para confirmar esta hipótesis, se cuantificó directamente la actividad de las enzimas catalasa y SOD, 
en células FAO infectadas con el Ad-T, los resultados muestran que TLS incrementa la actividad de ambos 
tipos de enzimas. Por tanto, estos resultados vendrían a apoyar la hipótesis de que TLS es capaz de regular el 
sistema de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial, disminuyendo la acumulación de ROS e 
incrementando la capacidad de detoxificación celular (Fig. 10C). 
El estrés oxidativo en hepatocitos y en células FAO, induce la muerte celular por apoptosis vía 
mitocondrial, que implica la activación final de la caspasa 3 (Simbula et al, 2007; Horvathova et al, 2008). Para 
investigar la importancia de la actividad de TLS en la supervivencia celular, en condiciones de estrés 
oxidativo, se sobreexpresó TLS en células FAO y se monitorizó la muerte celular por apoptosis inducida por 
estrés oxidativo (150 µM de H2O2) mediante la cuantificación de la actividad caspasa 3, utilizando un sustrato 
específico fluorescente, Ac-DEVD-AMC. Los resultados obtenidos mostraban que la sobreexpresión de TLS 
reduce la activación de la caspasa 3 en células FAO tratadas con 150 µM de H2O2, lo que sugiere queTLS 
protege a las células FAO de la apoptosis inducida por H2O2, probablemente porque TLS incrementa la 





























Figura 10.La sobreexpresión de TLS incrementa la capacidad de detoxificación de ROS en células 
FAO. (A-E) Las células FAO fueron infectadas con Ad-TLS o con un adenovirus control (Ad). (A) 
Determinación de ROS totales. Las células se marcaron con la sonda CM-H2DCFDA y se analizaron por 
citometría de flujo. (B) Determinación de la capacidad celular de detoxificación de superóxido(O2-.). Las 
células se trataron con 20 µM de DMNQ durante 2,5 horas y se marcaron posteriormente con la sonda 
MitosoxTM. Las células fijadas se analizaron mediante microscopía confocal. (C-D) Determinación de la 
actividad enzimática de la SOD (C) y de la catalasa (D) en extractos totales. (E)Determinación de la 
actividad de la caspasa-3 en extractos totales de células tratadas durante 8 horas con 150 µM de H2O2. El 
inhibidor general de la caspasa Z-VAD se utilizó como control negativo. (A-E) A las muestras de referencia 
se les asignó el valor de 100%. Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de 



































































































































Para confirmar la actividad de TLS sobre los genes del sistema de portección frente a estrés oxidativo 
mitocondrial, se compararon los niveles de expresión de estos genes en células MEF TLS+/+ y TLS-/-, 
observándose que las células que carecen de TLS, muestran niveles de expresión de ARNm disminuídos de 
todos los genes analizados (Fig. 11A). Así mismo, el análisis de los niveles de estas proteínas, confirmó que 
todas ellas se encontraban reducidas en MEF TLS-/-, a excepción de TrxR2, cuyos niveles se encontraron 
incrementados (Fig. 11B). A la vista de estos resultados se puede concluir que, TLS ejerce una acción 
reguladora sobre el sistema de detoxificación mitocondrial. Para valorar si esta reducción generalizada en los 
sistemas de detoxificación mitocondrial se acompañaba de un aumento de los niveles intracelulares de ROS, 
se determinaron éstos, mediante marcaje con la sonda fluorescente CM-H2DCFDA y análisis por citometría 
de flujo. Los resultados obtenidos confirmaron que los niveles de ROS son mayores en células MEF TLS-/- 
que en células MEF TLS+/+ (Fig. 11C). 
Los resultados obtenidos se validaron en hepatocitos primarios de ratón, en los que se silenció la 
expresión de TLS con el adenovirus Ad-shTLS. El análisis de los niveles de expresión de ARNm y de 
proteína mostró una reducción en los niveles de expresión de todos los genes analizados y una disminución 
en los niveles de todas las proteínas correspondientes, incluyendo TrxR2, así como, un incremento en los 
niveles intracelulares de ROS (Fig. 11D, E y F).  
Estos resultados, tomados en su conjunto, apoyan la hipótesis de que TLS es un regulador positivo 
de varios genes antioxidantes y es necesario para el mantenimiento de la expresión basal de los genes de 
protección frente a estrés oxidativo mitocondrial. 
Una proteína antioxidante debería ser ella misma sensible a los ROS, por tanto, decidimos analizar si 
la expresión de TLS se veía alterada por agentes metabólicos capaces de inducir estrés oxidativo, como es el 
caso de altas concentraciones de glucosa (25 mM) o directamente por concetraciones subletales de H2O2 
(50µM). Observando que, tanto el H2O2 como la glucosa inducen la expresión de TLS, lo que apoya la 





























Figura 11. TLS es necesario para mantener los niveles de varias proteínas antioxidantes. (A-C) MEF 
TLS+/+ y TLS-/-. (D-F) Hepatocitos primarios de ratón infectados con el adenovirus Ad-shTLS o con un 
adenovirus control (Ad-shC). (A, D) La expresión relativa de los genes indicados fue determinada por qRT-
PCR a partir de ARN total. El ARN 18S fue utilizado como control de carga. A las muestras de referencia se 
les asignó un valor de 100%. (B, E) Análisis por western blott de las proteínas indicadas. (C, F) 
Determinación de ROS totales. Las células se marcaron con la sonda CM-H2DCFDA, y se analizaron por 
citometría de flujo. A las muestras de referencia se les asignó el valor de 1. (A, C, D, F) Las gráficas muestran 
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Figura 12. TLS se induce en condiciones de estrés oxidativo. (A-B) las células FAO se trataron con 5 ó 
25 mM de glucosa durante 48 horas o con 50 µM de H2O2 durante 4 horas. (A) La expresión relativa de TLS 
fue determinada por qRT-PCR a partir de ARN total. El ARN 18S fue utilizado como control de carga. A las 
muestras de referencia se les asignó el valor de 1. (B) Los niveles de TLS fueron determinados por Western 
Blot. La gráfica se muestra como la Media ± desviación estándar de un mínimo de tres experimentos 
independientes. * p<0.05 
TLS coopera con PGC-1α en la regulación de los genes del sistema de protección frente a 
estrés oxidativo en FAO 
Los resultados obtenidos hasta este momento indicaban que TLS actúa como un regulador de la actividad 
transcripcional de PGC-1 y que tanto, TLS, como PGC-1 son capaces de regular un grupo común de 
genes implicados en la protección frente al estrés oxidativo mitocondrial. Además, los ensayos de ChIP 
revelaron que esos factores aparecen asociados con las mismas regiones promotoras reguladoras (Fig. 9C) 
(Valle et al, 2005). Por tanto decidimos analizar la posible cooperación entre TLS y PGC-1 en la regulación 
de estos genes. 
Para evaluar la posible cooperación entre TLS y PGC-1 en la regulación de los genes del sistema de 
protección frente a estrés oxidativo mitocondrial, se coexpresaron TLS y PGC-1 en las células FAO 
utilizando los vectores adenovirales previamente descritos, Ad-T y Ad-PGC-1 (Ad-P) o el correspondiente 
control. La multiplicidad de infección de cada uno de los adenovirus se redujo a la cuarta parte, de la utilizada 
en los ensayos mostrados previamente, para facilitar la detección de la posible cooperatividad. Se observó que 
la expresión simultánea de TLS y PGC-1 (Ad P + T), resulta en una mayor inducción de la expresión de los 
genes analizados que por cada uno de los factores de forma independiente y ésta mayor inducción viene 
acompañada por el correspondiente aumento en los niveles de proteínas (Fig. 13 A y B). Para valorar si el 
efecto cooperativo es sensible al nivel de estrés oxidativo al que están sometidas las células, se realizó el 
mismo ensayo en paralelo, en células tratadas con niveles altos de glucosa (25 mM) durante 48 horas, que es 
un generador de estrés oxidativo mitocondrial. Los resultados obtenidos mostraron que en algunos casos, el 
efecto cooperativo estaba incrementado como para MnSOD, Cat, Prx5 y TrxR2, mientras que en otros no 
había diferencias significativas, es el caso de Trx2 y UCP-2 o incluso en el caso de PRX3 el efecto fue menor 
(Fig. 13C y D). 
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Figura 13.TLS y PGC-1α inducen de forma cooperativa los genes de protección frente a ROS en 
células FAO. Las células FAO se infectaron con un Ad-TLS, Ad-PGC-1α, con los dos adenovirus 
simultáneamente (Ad P+T) o con el correspondiente adenovirus control (Ad). (A, B) Las celulas se 
cultivaron durante 48 h en medio con glucosa 5 mM. (C, D) Las celulas se cultivaron durante 48 h en medio 
con glucosa 25 mM. (A, C) La expresión relativa de los genes indicados fue determinada por qRT-PCR a 
partir de ARN total. El ARN 18S fue utilizado como control de carga. A las muestras de referencia se les 
asignó el  valor de 1. (B, D) Análisis por Western Blot de las proteínas indicadas. (A, C) Las gráficas 
muestran la Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de tres experimentos independientes. * p<0.05.  
 
Para determinar si los cambios en la cooperatividad mediados por la inducción de estrés oxidativo 
eran debidos a diferencias en el grado de interacción entre TLS y PGC-1, se realizaron ensayos de 
coinmunoprecipitación en los que se comprobó que la inducción de estrés oxidativo no afectaba 
significativamente a la formación del complejo PGC-1-TLS (Fig. 14).  
Para estudiar el impacto de la cooperatividad sobre  los niveles de ROS, se determinaron los ROS 
mediante marcaje de las células con la sonda CM-H2DCFDA y posterior análisis por citometría de flujo. Se 
observó que, efectivamente, hay una menor acumulación de ROS en la células cuando se sobreexpresan TLS 
y PGC-1 a la vez, que cuando se sobreexpresan cada uno de ellos por separado (Fig. 15 A). Para confirmar 
que esta disminución en los niveles de ROS estaba asociada a un aumento en la capacidad de detoxificación 
de la célula, se determinaron directamente las actividades catalasa y SOD confirmándose también en este caso 




Se puede concluir por tanto que  la interacción entre TLS y PGC-1 parece mediar la inducción 








Figura 14. La formación del complejo TLS-PGC-1α en hepatocitos murinos no se altera 
significativamente por  la exposición a dosis moderadas de H2O2. Hepatocitos primarios de ratón en 
condiciones basales (panel izquierda) o tratados con 50µM de H2O2 durante 4 horas (panel de la derecha). 
PGC-1α fue inmunoprecipitado con anticuerpos específicos y la cantidad de TLS presente en el 












Figura 15. TLS coopera con PGC-1 en el control de los ROS en células FAO.Las células se infectaron 
con Ad-TLS, Ad-PGC-1, con los dos adenovirus simultaneamente (Ad P+T) o con el correspondiente 
adenovirus control (Ad). (A) Determinación de ROS totales. Las células se marcaron con la sonda CM-
H2DCFDA y se analizaron los ROS por citometría de flujo. (B-C) Determinación  de la actividad enzimática 
de la SOD (C) y de la catalasa (D) en extractos totales. A las muestras de referencia se les asignó el valor de 
100%. (A-C) Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de tres experimentos 
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La actividad reguladora de PGC-1α sobre los genes de detoxificación de ROS  depende de la 
presencia de TLS 
Para evaluar hasta qué punto, la actividad reguladora de PGC-1α sobre los genes de protección del 
sistema de detoxificación mitocondrial dependía de la presencia de TLS, se sobreexpresó PGC-1α en células 
MEF TLS+/+ y TLS-/- inmortalizadas. Se observó que en las células MEF TLS+/+, PGC-1α es capaz de inducir 
aunque levemente, pero de forma estadísticamente significativa, la expresión de todos los genes sujetos de 
estudio implicados en la protección frente a estrés oxidativo  de origen mitocondrial (Fig. 16 A), que va 
acompañado de un incremento en los niveles de las proteínas MnSOD, Cat, Prx3, Trx2 y UCP-2 pero no en 
los de Prx5 ni TrxR2 (Fig. 16 B). Sin embargo, en las células MEF TLS-/- la capacidad de PGC-1α para 
inducir estos genes resultó ser mucho menor o incluso en algunos casos estaba totalmente suprimida, tal y 
como se muestra en la figura 16 A. A nivel de ARNm en células MEF TLS-/-, PGC-1α sólo promueve la 
inducción de MnSOD siendo ésta significativamente menor que en células MEF TLS+/+. De la misma forma 
que no hay una mayor dependencia de PGC-1α en células MEF TLS-/-. Para valorar el efecto de PGC-1α 
sobre la acumulación de ROS en estas células, se marcaron las células con la sonda CM-H2DCFDA y se 
analizó por citometría de flujo la intensidad de fluorescencia. Los resultados obtenidos mostraron que la 
sobreexpresión de PGC-1α sólo puede disminuir la acumulación de ROS en las células MEF TLS+/+ pero no 
en MEF TLS-/- (Fig. 16 C). Estos resultados apoyan la hipótesis de que la sobreexpresión de PGC-1α, no 
puede compensar la deficiencia en TLS. 
TLS no está implicado en la regulación de la biogénesis mitocondrial 
El coactivador transcripcional PGC-1α, regula entre otros, la expresión de los reguladores TFAM y 
NRF-1 para promover la biogénesis mitocondrial (Wu et al, 1999). PGC-1α induce también directamente la 
expresión de genes nucleares que forman parte de la cadena de transporte de electrones como COXIV y 
ATPaseß (Huss et al, 2004; Uguccioni & Hood, 2011). Para valorar si TLS al igual que PGC-1α, estaba 
implicado en la regulación de la biogénesis mitocondrial, se sobreexpresó TLS sólo o junto con PGC-1α, en 
las células FAO y se determinaron los niveles de expresión de estos genes. Los resultados obtenidos 
mostraron que, la sobreexpresión de TLS sólo o coexpresado junto con PGC-1α, no tiene como resultado un 
aumento en la expresión de los genes implicados en la biogénesis mitocondrial (TFAM, NRF-1), ni en genes 
que codifican proteínas de la cadena de transporte electrónico. Por tanto, se puede concluir que, TLS no 
parece estar implicado en la biogénesis mitocondrial ni en el control del proceso de fosforilación oxidativa a 





Figura 16. La actividad reguladora de PGC-1α sobre genes antioxidantes  depende de la presencia de 
TLS. Las células MEF TLS+/+ y TLS-/- fueron infectadas con adenovirus de PGC-1α (Ad-PGC-1α) y un 
adenovirus control (Ad). (A) La expresión relativa de los genes indicados fue determinada por qRT-PCR a 
partir de ARN total. El ARN 18S fue utilizado como control de carga. A las muestras de referencia se les 
asignó un valor de 1. (B) Análisis por Western Blot de las proteínas indicadas. (C) Determinación de ROS 
totales. Las celulas se marcaron con la sonda CM-H2DCFDA y se analizaron por citometria de flujo A las 
muestras de referencia se les asignó un valor de 100 %. (A, C) se muestran como la Media ± desviación 
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Figura 17. TLS no regula la biogénesis mitocondrial en células FAO. Las células FAO fueron infectadas 
con Ad-TLS, Ad-PGC-1, con los dos adenovirus simultaneamente (Ad P+T) o con el correspondiente 
adenovirus control (Ad). La expresión relativa de los genes indicados fue determinada por qRT-PCR a partir 
de ARN total. El ARN 18S fue utilizado como control de carga. A las muestras de referencia se les asignó un 
valor de 1. La gráfica muestra la Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de tres experimentos 
independientes. * p<0.05. 
 
TLS no es capaz de inducir el sistema de detoxificación mitocondrial de ROS en ausencia 
de  PGC-1α 
Con el objeto de evaluar si la inducción mediada por TLS sobre los genes de protección, frente a 
estrés oxidativo mitocondrial, es recíprocamente dependiente de PGC-1α, se suprimió la expresión de TLS en 
hepatocitos primarios de ratón PGC-1α+/+ y PGC-1α-/- con el Ad-shTLS. Los resultados obtenidos 
mostraron que, mientras que en hepatocitos PGC-1α+/+ el silenciamiento de TLS, disminuye los niveles de 
expresión de los genes del sistema de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial, la capacidad de TLS 
de regular este sistema está disminuída en hepatocitos PGC-1α-/-  en todos los casos, a excepción de MnSOD. 
Estas diferencias no se observaron a nivel de proteína lo que indica que TLS requiere de PGC-1α para regular 
los genes del sistema de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial (Fig. 18 A y B). Para valorar su 
impacto en la acumulación de ROS, se marcaron los hepatocitos PGC-1α+/+ y PGC-1α-/- silenciados con Ad-
shTLS con la sonda CM-H2DCFDA y se analizó por citometría de flujo la intensidad de fluorescencia. 
Observándose que en hepatocitos PGC-1α+/+ los ROS están incrementados respecto al control mientras que 
en hepatocitos PGC-1α-/- no se observa dicho incremento (Fig. 18C). Estos resultados apoyan la hipótesis de 
que  la actividad de TLS sobre los genes de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial es dependiente 
de PGC-1α.  
Con el fin de valorar la dependencia de PGC-1α, en el reclutamiento de TLS a la regiones 
promotorasde  prx3 y prx5 en hepatocitos PGC-1α+/+ y PGC-1α-/- se hicieron ensayos de ChIP. El análisis de 
los resultados mostró que la asociación de TLS con las regiones promotoras de prx3 y prx5 era reducida 
drásticamente en los hepatocitos PGC-1α-/-, sugiriendo que la asociación de TLS a estas regiones promotoras 
está mediada por la interacción de TLS con PGC-1α (Fig. 18D). 




























Figura 18 PGC-1 y TLS son mutuamente dependientes en la regulación de los genes del sistema de 
detoxificación mitocondrial de ROS. Los hepatocitos primarios de ratón PGC-1+/+ y PGC-1-/- s e 
infectaron con el adenovirus Ad-shTLS o con un adenovirus control (Ad-shControl). (A) La expresión 
relativa de los genes indicados fue determinada por qRT-PCR a partir de ARN total. El ARNde la β-actina 
fue utilizado como control de carga. A las muestras de referencia se les asignó un valor de 100 %. (B) Análisis 
por Western Blot de las proteínas indicadas. (C) Determinación de ROS totales. Las células se marcaron con 
la sonda CM-H2DCFDA y se analizó por citometría de flujo. A las muestras de referencia se les asignó un 
valor de 100 %. (D) La localización de TLS en las regiones promotoras de los genes indicados fue analizada 
en células FAO mediante un ensayo de ChIP. La secuencia codificante de la β-actina fue utilizada como 
control negativo. A las muestras de referencia (IgG) se les asignó el valor de 1. (A, C-D) Las gráficas 
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Además, la regulación de TLS sobre los genes de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial es 
también dependiente de PGC-1α cuando se induce la expresión de TLS en hepatocitos, ya que, según se 
puede observar en la Figura 19 A, cuando se sobreexpresa TLS con el vector adenoviral Ad-TLS en 
hepatocitos PGC-1α+/+, hay una inducción de la expresión de los genes del sistema de protección frente a 
estrés oxidativo mitocondrial que no ocurre en hepatocitos PGC-1α-/- . 
Para confirmar que la regulación de TLS sobre los genes de protección frente a estrés oxidativo 
mitocondrial dependía de PGC-1α en otros sistemas celulares, se sobreexpresó TLS con el vector adenoviral 
Ad-TLS en MEF PGC-1α+/+ y PGC-1α-/- y se analizó la expresión de los genes del sistema detoxificación 
mitocondrial, inducida por TLS. Los resultados obtenidos mostraban que en células MEF PGC-1α+/+ TLS 
inducía la expresión de los genes analizados, a excepción de prx3 y prx5 que no responden a TLS. Este 
aumento no se observan en células MEF PGC-1α-/- (Fig. 19 B).  
Con estos resultados se puede concluir queTLS requiere la presencia de PGC-1α, para regular los 






Figura 19. TLS no induce la expresión de genes de detoxificación de ROS en ausencia de PGC-1. 
Hepatocitos primarios de ratón (A) o células MEF (B) PGC-1+/+ y PGC-1-/- fueron infectados con 
adenovirus Ad-TLS ocon un adenovirus control (Ad). La expresión relativa de los genes indicados fue 
determinada por qRT-PCR a partir de ARN total. El ARN 18S fue utilizado como control de carga. A las 
muestras de referencia se les asignó un valor de 1. Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) 
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La actividad transcripcional de TLS es altamente dependiente de la presencia de PGC-1α 
Los resultados obtenidos hasta el momento, parecían sugerir que las actividades de TLS y PGC-1α 
eran complementarias y estaban sólo parcialmente solapadas. Con el fin de determinar el grado de 
dependencia de TLS, sobre la presencia de PGC-1α a nivel genómico, se llevó a cabo un análisis con 
“microarrays” de expresión de genoma completo con ARN total de hepatocitos primarios procedentes de 
ratones PGC-1α+/+ y PGC-1α-/- que habían sido infectados con Ad-shTLS o con Ad-shControl. El análisis de 
los genes regulados diferencialmente por TLS permitía identificar a 2578 genes cuya expresión aparecía 
diferencialmente alterada por shTLS en hepatocitos PGC-1α+/+, de los cuales, sólo 955 estaban también 
diferencialmente expresados en hepatocitos PGC-1α-/- y 202 genes eran diferencialmente expresados única y 
exclusivamente  en hepatocitos PGC-1α-/-.  
Al analizar por separado los genes cuya expresión era diferencialmente aumentada o disminuida por 
shTLS, se observó que de los 1060 genes que tenían disminuida su expresión en hepatocitos PGC-1α+/+, sólo 
253 tenían también reducida su expresión en hepatocitos PGC-1α-/-, mientras que, 74 genes tenían su 
expresión disminuída por shTLS sólo en hepatocitos PGC-1α-/-. Por otra parte, de los 1518 genes que 
mostraron una expresión diferencialmente aumentada por shTLS en hepatocitos PGC-1α+/+, 702 genes 
tenían también su expresión aumentada en hepatocitos PGC-1α-/-, 128 genes tenían su expresión aumentada 
por shTLS únicamente en hepatocitos PGC-1α-/- (Fig. 20A) Este conjunto de datos, sugiere que la actividad 
transcripcional de TLS es parcialmente dependiente de PGC-1 y afecta en mayor medida a los genes 
regulados positivamente por TLS, en los que más del 75% de los genes que responden a TLS, no lo hacen en 
ausencia de PGC-1. Es importante también reseñar que TLS, para regular un pequeño grupo de genes, 
requiere de hecho, la ausencia de PGC-1. 
El análisis del grado de respuesta de los distintos grupos de genes a shTLS, en hepatocitos PGC-
1+/+ y PGC-1-/- muestra como media una reducción en un 50% del grado de inducción o supresión por 
shTLS de aquellos genes que aparecen regulados diferencialmente por TLS en hepatocitos PGC-1+/+ 
respecto al grado de inducción o supresión en hepatocitos PGC-1-/- , lo que sugiere una disminución 
homogénea y generalizada en la actividad de TLS en ausencia de PGC-1, en todos aquellos genes cuya 






























Figura 20. Análisis del genoma completo de la actividad transcripcional de TLS y su dependencia de 
la presencia de PGC-1α. Los arrays de expresión del genoma completo se usaron para evaluar los cambios 
de expresión en hepatocitos primarios de ratón PGC-1α +/+ y PGC-1α -/- infectados con el adenovirus de 
interferencia de TLS (Ad-shTLS) y con el correspondiente adenovirus control (Ad-shC). (A) Los diagramas 
de Venn muestran el número de genes totales diferencialmente expresados por Ad-shTLS en hepatocitos 
PGC-1α +/+, PGC-1α-/- o en ambos. (B) El gráfico de dispersión de genes diferencialmente expresados por 
Ad-shTLS muestra que los genes de color azul son genes cuya regulación en hepatocitos PGC-1α +/+, está 
reducida en hepatocitos PGC-1α-/-.Los genes de color negro son genes cuyo regulación en hepatocitos PGC-
1α +/+ está igualmente regulada en hepatocitos PGC-1α-/-. Los genes de color morado son genes cuyo 
regulación es mayor en hepatocitos PGC-1α-/-.  
Ad-shTLS/Ad-shControl
Nº de genes diferencialmente 
expresados
PGC1-α+/+     PGC1-α -/-
Nº de genes “down regulados”
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807 74253 816 128702
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Con el fin de valorar que funciones biológicas estaban reguladas por TLS, se llevó a cabo un análisis 
funcional de los datos utilizando el programa Ingenuity. El resultado del análisis mostró que TLS parece ser 
importante en el control de genes que regulan el metabolismo celular al igual que en hepatocitos PGC-1α, 
además de estar implicado en otras actividades ya descritas para TLS, como son el control del ciclo celular y el 
cáncer (Fig. 21). Esta observación es coherente con la información derivada de estudios previos sobre la 
actividad de TLS, ya que se ha descrito a TLS como un proto-oncogen (Crozat et al, 1993; Rabbitts et al, 
1993) y un promotor de la parada de ciclo en respuesta al daño genotóxico (Kuroda et al, 2000). 
En la figura 22A y 22B se muestra una lista con los 20 genes más fuertemente regulados al alza o a la 
baja por shTLS en hepatocitos PGC-1α+/+, en la que se incluyen los datos obtenidos para estos genes en 
hepatocitos PGC-1α-/-. 
 
Figura 21. Distribución funcional de los genes regulados por shTLS en hepatocitos primarios de 
ratón. El programa Ingenuity fue utilizado para analizar la distribución funcional de los genes regulados por 














Figura 22. Lista de los genes más fuertemente regulados por TLS en hepatocitos primarios de ratón. 
Listado de los 20 genes mas fuertemente “up” regulados (A) o “down” regulados (B) por Ad-shTLS en 
hepatocitos primarios de ratón PGC-1α+/+ y en PGC-1α-/-. Las tabla muestran el número de veces de cambio 
en los niveles de expresión inducidos por shTLS tanto en hepatocitos PGC-1α+/+ como en hepatocitos PGC-
1α-/-, así como el valor p ajustado. Los genes que se comportan de forma significativamente distinta en 
respuesta al  shTLS en PGC-1α+/+  versus PGC-1α-/- se indican en azul. 
 
gen Proteína  PGC1-α
+/+ 
log2(shTLS/shCtr)




Cldn2 claudin-2 -4,7625 0,004847 -3,6807 0,022208
Hsd3b5 3-beta-hydroxy-5-ene steroid dehydrogenase -4,1193 0,018085 -3,3091 0,060249
Anks1b AIDA-1 -4,0950 0,000960 -2,2200 0,032002
Ubie Ubiquinone -3,5113 0,001586 -2,9366 0,005086
C230035I16Rik desconocida -3,4785 0,011074 -2,6545 0,046782
Mlph melanophilin1 -3,2921 0,006520 -3,5228 0,005622
Xpnpep2 X-prolyl aminopeptidase -3,2513 0,020283 0,3243 0,812333
Gzmd granzime D -3,2398 0,038417 -1,0964 0,462563
9930111J21Rik desconocida -3,1368 0,040939 -0,8222 0,579582
9530096D07Rik desconocida -3,1364 0,031196 -1,4899 0,276342
NAP034039-1 desconocida -3,1317 0,016547 -1,7915 0,141157
TC1600999 desconocida -3,0842 0,015944 -2,5310 0,050064
LOC620079 hypothetical protein -3,0761 0,023329 0,5971 0,634627
Lin54 lin-54 homolog (C. elegans) -3,0692 0,021767 0,7468 0,133538
BC106179 desconocida -3,0238 0,014602 -2,6104 0,038926
Mrgprb3 MAS-related GPR, member B3 -3,0181 0,018809 -2,8091 0,037460
Plscr3 Phospholipid scramblase 3 -3,0156 0,003453 -1,1615 0,101653
Entpd8 ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 8 -2,9935 0,004123 -1,6588 0,068656
Il3 interleukin-3 -2,9876 0,042027 0,0169 0,992510
Anp32a acidic nuclear phosphoprotein 32 family, member A -2,9588 0,029677 -1,2300 0,332180
Lista de los 20 genes más fuertemente “up” regulados por  TLSA
Lista de los 20 genes más fuertemente “down” regulados por TLSB
gen Proteína  PGC1-α
+/+ 
log2(shTLS/shCtr)




Sox12 Transcription factor SOX-12  9,5002 0,000326 9,1412 0,411 10-3 
Cxxc6 TET1 6,9569 0,000097 6,5895 0,134 10-3 
Cck Cholecystokinin 6,8334 0,000123 0,4568 0,781714
A_52_P877097 desconocida 6,0632 0,000037 6,1319 0,030 10-3 
Olfr738 olfactory receptor 738 6,0477 0,000016 6,1156 0,013 10-3 
Fndc8 fibronectin type III domain containing 8 5,9647 0,000207 6,2843 0,127 10-3 
TC1719751 desconocida 5,8899 0,000063 5,3262 0,119 10-3 
Xcr1 Chemokine XC receptor 1 5,8869 0,000010 6,0151 0,006 10-3 
Gtpbp3 GTP binding protein 3 5,8698 0,000037 -0,4511 0,548513
Unc5d unc-5 homolog D 5,8242 0,000505 5,5297 0,710 10-3 
Tbc1d2 TBC1 domain family, member 21 5,7955 0,000026 5,7119 0,027 10-3 
Arl10 ADP-ribosylation factor-like 101 5,7743 0,000026 -1,0458 0,105760
Asb7 ankyrin repeat and SOCS box-containing protein 7 5,7627 0,000016 -1,0685 0,140550
AK036326 desconocida 5,5209 0,000044 5,7643 0,030 10-3 
CA481501 desconocida 5,5100 0,000318 4,6868 0,975 10-3 
E230015B07Rik desconocida 5,5002 0,000010 5,4391 0,009 10-3 
Adprhl1 ADP-ribosylhydrolase like 1 5,4203 0,000016 5,6044 0,013 10-3 
Terc telomerase RNA component  5,3626 0,000016 -0,6817 0,611241
B230396O12Rik desconocida 5,3510 0,000016 5,0655 0,020 10-3 




Con el fin de validar los resultados del array del genoma completo, se analizaron por qPCR los niveles 
de ARNm de dos de los genes identificados como regulados por TLS en hepatocitos PGC-1α+/+ pero no en 
hepatocitos PGC-1α-/-  y posiblemente implicados en la respuesta al daño genotóxico. ParK2, es una 
ubiquitin ligasa frecuentemente alterada en tumores malignos humanos (Morris et al, 2010). Neil2, es una 
ADN glicosilasa que participa en la reparación del ADN (Hegde et al, 2008). Los resultados obtenidos 
mediante qPCR confirmaron que la expresión de ambos genes era suprimida por shTLS en hepatocitos PGC-
1α+/+ pero no en hepatocitos PGC-1α-/-. Lo que parece confirmar aunque de manera muy preliminar que 
PGC-1α puede ser relevante en la respuesta al daño genotóxico. (Fig. 23). 
Figura 23. Validación por qRT-PCR de los resultados obtenidos en los arrays. La expresión los genes 
neil2 y park2 se determinó en hepatocitos PGC-1α +/+ y PGC-1α -/- infectados con Ad-shTLS o con un 
adenovirus control (Ad-shcontrol). La expresión relativa de los genes indicados fue determinada por qRT-
PCR a partir de ARN total. El valor obtenido para la -actina fue utilizado como control de carga. A las 
muestras de referencia se les asignó un valor de 1. Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) 
de un mínimo de tres experimentos independientes. * p<0.05. 
 
Por último, se quiso comprobar si el hecho de que TLS tuviera una actividad transcripcional reducida 
sobre los genes del sistema de detoxificación mitocondrial en ausencia de PGC-1α, era debido a una 
alteración en la distribución celular de TLS. Se valoró la localización subcelular por inmunofluorescencia de 
TLS en hepatocitos PGC-1α+/+ y PGC-1α-/-. Se ha descrito que TLS se encuentra normalmente distribuido 
entre el núcleo y el citoplasma (Fujii & Takumi, 2005). Los resultados obtenidos muestran que la localización 
subcelular de TLS no parece significativamente afectada por la ausencia de PGC-1α. Por tanto, la reducción 
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Figura 24. La localización subcelular de TLS en hepatocitos primarios de ratón no esta alterada 
significativamente por la ausencia de PGC-1α. La localización subcelular de TLS en hepatocitos 
primarios de ratón PGC-1α+/+ y PGC-1α-/-, se determinó por inmunofluorescencia y se analizó mediante 
microscopía confocal. TLS se muestra en color verde y el marcaje de los núcleos realizado con Hoesch se 


































Capítulo II: PGC-1α  
tiene un papel protector frente 















PGC-1α y el sistema de detoxificación de ROS se encuentra disminuido en ratones 
con esteatosis hepática 
La sobrealimentación tiende a reducir la actividad del metabolismo oxidativo celular, aumentando el 
uso de la glicolisis, como fuente fundamental para generar ATP. Este cambio metabólico lleva asociado una 
reducción en los niveles de expresión y en la actividad de toda una serie de genes implicados directa o 
indirectamente en el metabolismo mitocondrial, incluido PGC-1 (Dobrian et al, 2001; Boirie, 2003; Sparks 
et al, 2005; Roberts et al, 2006).  
Cuando se llega a una situación patológica denominada obesidad o síndrome metabólico, se observa 
además una situación generalizada de estrés oxidativo. Varios autores apoyan la idea de que es la disfunción 
mitocondrial es la responsable de esta situación de estrés, aunque hasta la fecha no hay una demostración 
definitiva (Whaley-Connell et al, 2011; Yang et al, 2011).Nuestra hipótesis de trabajo es que esta situación de 
estrés está directamente unida a la pérdida de actividad de PGC-1. 
Con el fin de analizar como la esteatosis hepática afectaba a los niveles de PGC-1, dos grupos de 
ratones fueron alimentados uno con dieta normal y otro con dieta grasa, durante siete semanas y se analizó en 
el tejido hepático, el nivel de expresión de PGC-1 tanto a nivel de ARNm como de proteína. Los resultados 
obtenidos mostraron una reducción en los niveles de expresión de PGC-1α en el hígado de ratones con 
esteatosis hepáticarespecto al hígado de los ratones alimentados con una dieta normal (Fig. 25A). Este mismo 
resultado ha sido publicado recientemente en un estudio en el que observan además una bajada dependiente 
de PGC-1 en la biogénesis mitocondrial en ratones con hígado graso (Aharoni-Simon et al, 2011).  
Dado que, como hemos visto anteriormente, PGC-1 regula diversos sistemas antioxidantes en el 
hepatocito, decidimos determinar si la bajada en los niveles de PGC-1 en el hígado graso iba acompañada 
por una disminución en la expresión de estos genes y de otras dianas bien caracterizadas de PGC-1 como 
Cyt C, que forma parte de la CTE y VEGF, un factor proangiogénico. Como control se llevaron en paralelo 
muestras obtenidas a partir de hígados de ratones PGC-1α-/-. Los resultados obtenidos muestran que con 
excepción de UCP-2, todos los genes objeto de estudio tenían su expresión disminuida tanto en ratones 
PGC-1-/- como en ratones PGC-1+/+ con hígado graso (Fig. 25B y C). Este resultado confirmaba, por una 
parte, que la actividad de PGC-1 sobre los sistemas antioxidantes, previamente observada en ensayos in vitro 
sobre hepatocitos, es activa y relevante en el contexto hepático. Por otra, mostraba por primera vez, una 
reducción generalizada en los sistemas que protegen a la célula de los ROS mitocondriales en el hígado graso, 
lo que apoya la hipótesis de un origen mitocondrial del estrés oxidativo asociado a la esteatosis. Finalmente, 
estos resultados sugerían que la baja actividad de PGC-1 en el hígado graso es la responsable de esta 
disminución en la expresión de los sistemas antioxidantes. Mención aparte merece UCP-2, que es inducible 




que cursan con toxicidad mitocondrial mediada por lípidos, incluído la EHNA (Uchino et al, 2004; Fulop et 
al, 2006; Jiang et al, 2008).  
 
 
Figura 25. La expresión de PGC-1 y varios sistemas antioxidantes se encuentra disminuida en 
ratones con hígado graso. (A) Panel superior. La expresión de PGC-1α en ratones con higado normal y 
en ratones con hígado graso fue analizada por western blot con anticuerpos específicos. Panel inferior. 
Imagen de un hígado control y de un hígado hígado esteatótico. (B, C) Determinación por Western Blot de 
las proteínas indicadas procedentes de extractos totales de higados de ratones con hígado normal (control) o 
con hígado graso (B) y de hígados de ratones PGC-1-/- o PGC-1+/(D). La β-actina fue utilizada como 
control de carga. 
 
La expresión de PGC-1α se induce en respuesta al precondicionamiento isquémico (PCI) 
Diversos trabajos apoyan la hipótesis de que los ROS mitocondriales juegan un papel importante en 
el daño tisular por IR (Zwacka et al, 1998; Yabe et al, 2001; Zhou et al, 2001; Kevin et al, 2003; Solaini & 
Harris, 2005; Chen et al, 2006a; Zweier & Talukder, 2006). Además, varios estudios proponen también que el 
aumento en la producción mitocondrial de ROS tras la reperfusión es la señal fundamental que induce los 
cambios adaptativos asociados al PCI (Lebuffe et al, 2003; Kim et al, 2010). 
Teniendo en cuenta que se ha descrito que PGC-1 se regula positivamente tanto por hipoxia como 
por ROS (Valle et al, 2005; St-Pierre et al, 2006; Arany et al, 2008; Olmos et al, 2009) y que PGC-1 regula 




en respuesta a un protocolo de IR con o sin PCI como primer paso, para valorar su posible contribución 
protectora frente al daño por IR. Los resultados obtenidos muestran que ,PGC-1 se induce a las 6 horas tras 
la IR y su inducción es mucho mayor cuando se realiza un protocolo de IR con PCI previo (Fig. 26A y B). 
Este resultado es coherente con las observaciones previas de estudios in vitro, sobre la regulación por PGC-1 
y permite proponer que la inducción de PGC-1 pueda estar implicada en el PCI. 
Para valorar esta hipótesis, comenzamos por analizar si la inducción de PGC-1 ocurría o no en el 
hígado graso. Los resultados obtenidos mostraron que el grado de inducción de la expresión de PGC-1 
tanto por la IR como en el PCI previo era mucho menor que en el caso del hígado normal. Además, el 
pequeño aumento observado a nivel de ARNm no se traduce en un incremento en los niveles de proteína, a 
diferencia de lo que ocurre en los hígados normales (Fig. 26C y D). Este resultado es coherente con la 
hipótesis de que la pérdida de la actividad de PGC-1α podría ser responsable de la falta de respuesta del 















Figura 26. PGC-1 se induce en respuesta al precondicionamiento isquémico (PCI). Ratones con 
hígado normal e hígado graso fueron sometidos a un protocolo de isquemia reperfusión hepática sin (IR) o 
con precondicionamiento previo (P-IR). La expresión de PGC-1 fue determinada a nivel de ARNm 
mediante qRT-PCR (A, C) y a nivel de proteína, mediante Western Blot (B, D) en muestras procedentes de 
ratones con hígado normal (A, B) o con hígado graso (C, D). A las muestras de referencia se les asignó un 
valor de 1. Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de tres experimentos 

























































La ausencia de PGC-1α agrava la lesión asociada al daño por IR 
Los resultados anteriores muestran que PGC-1 se induce durante el proceso de PCI  en ratones 
control pero no en ratones con esteatósis hepática. Con el fin de evaluar directamente el efecto de la ausencia 
de PGC-1 sobre la lesión hepática, decidimos estudiar la respuesta de los ratones PGC-1-/- al proceso de 
IR sin o con PCI previo, comparando dicha respuesta con la de los ratones PGC-1+/+ normales o con 
hígado graso. Como primera aproximación para evaluar el nivel de daño hepático, se analizó la actividad de 
las transaminasas GPT y GOT en plasma a las 24 horas. Los resultados obtenidos para los ratones PGC-
1+/+ mostraron por una parte, que el protocolo de PCI era adecuado, dado que éste disminuía el nivel de 
transaminasas, respecto a los ratones que sufrieron el proceso de IR sin PCI. Se comprobó además, que, 
como ya se había descrito previamente, los ratones con hígado graso muestran una actividad transaminasa 
basal más elevada que los ratones normales. Además, esta actividad transaminasa aumenta mucho másque en 
los ratones normales tras el protocolo de IR y que efectivamente el PCI no reduce el nivel de daño, sino que 
al contrario, lo aumenta (Fig. 27A). En los ratones PGC-1-/- la medida de la actividad transaminasas mostró 
un comportamiento similar al de los ratones PGC-1+/+ con hígado graso, dado que, la actividad de las 
enzimas transaminasas es mayor en los ratones en los que se les aplica el protocolo de IR con PCI  que en 
aquellos ratones sometidos al protocolo de IR sin PCI (Fig. 27B y C). 
Este resultado sugiere que, la presencia de PGC-1 es necesaria para que el hígado responda 
adecuadamente al PCI y apoya la hipótesis de que la deficiencia observada en PGC-1 en los hígados grasos 














Figura 27. Los hígados de ratones PGC-1α‐/‐ no responden al precondicionamiento isquémico. 
Ratones con hígado normal (PGC-1+/+), ratones con hígado graso (PGC-1+/+ H. graso) y ratones PGC-
1-/- fueron sometidos a un protocolo de isquemia reperfusión hepática sin (IR) o con precondicionamiento 
previo (P-IR). Las gráficas muestran el análisis de la actividad de las transminasas GPT (A) y GOT (B) en el 
plasma de esto ratones a las 24 h tras la cirugía. (A-B) Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar 






















































































































































































Para valorar directamente, como la ausencia de PGC-1 afectaba a al tejido hepático tras la IR, se 
obtuvieron cortes de tejido hepático de estos mismos grupos de ratones y se realizó un estudio histológico de 
las muestras a través de la tinción con hematoxilina-eosina. Las muestras se tomaron tanto a las 24 horas tras 
la cirugía, que evalúa la fase aguda del daño isquémico, como una semana después, lo que permite evaluar la 
resolución del proceso inflamatorio y de la actividad regenerativa del tejido.  
El análisis de las imágenes adquiridas para las muestras obtenidas a las 24 horas confirmó el buen 
funcionamiento del protocolo con PCI, dado que en los ratones PGC-1α+/+ se observan pequeñas lesiones en 
las muestras de los ratones sometidos al protocolo de IR sin PCI, mientras que en las muestras de los ratones 
sometidos al protocolo con PCI previo, prácticamente, no se detectan lesiones (Fig. 28).  
Por otra parte, las muestras obtenidas de los ratones con hígado graso, muestran como a nivel basal, 
estos hígados tienen hepatocitos con estructura altamente “vacuolizada” debido a la acumulación de grasa en 
el interior del  hepatocito. El protocolo de preparación de las muestras hace que esta grasa se pierda, pero 
queda como “huella” estas formas similares a las vacuolas, al microscopio óptico. En las muestras de ratones 
con hígado graso sometidas a IR, se aprecian lesiones de mayor tamaño, que  en las observadas en los hígados 
de ratones con dieta normal, frecuentemente acompañadas de lo que parecen infiltrados inflamatorios, así 
como hemorragias, completamente ausentes en los ratones con dieta normal sometidos al mismo protocolo. 
Los hígados grasos sometidos al protocolo con PCI previo, muestran lesiones aún más extensas, lo que 
confirma la ausencia de respuesta al PCI en estos ratones (Fig. 28).  
En las muestras procedentes de ratones PGC-1-/-, la estructura del hígado control es aparentemente 
normal tal y como se ha descrito previamente en Lin et al, 2004. Sin embargo, tras el protocolo de IR se 
observan lesiones de mayor tamaño que las observadas en los hígados de ratones PGC-1α+/+, frecuentemente 
acompañadas de infiltrado inflamatorio, al igual que lo observado en ratones con hígado graso. En las 
muestras de ratones PGC-1-/- sometidas al protocolo con PCI previo, se observa de nuevo y al igual que en 
los ratones con hígado graso, un aumento en el tamaño de las lesiones y una pérdida en zonas amplias, de 
laestructura normal hepática (Fig. 28).  
Estos resultados apoyan la idea de que PGC-1 es necesario tanto para que el hígado tenga una 
buena respuesta a la IR, como para que se produzcan los cambios adaptativos que median en la protección 










Figura 28. El daño hepático agudo por IR en ratones PGC-1-/- es similar al observado en ratones 
con hígado graso. Rratones PGC-1α+/+ (paneles superiores) ratones con hígado graso (paneles centrales) y 
ratones PGC-1α-/- (paneles inferiores), fueron sometidos al proceso de isquemia-reperfusión sin (IR) y con 
precondicionamiento isquémico previo (P-IR). La figura muestra tinciones hematoxilina-eosina de cortes de 
muestras de hígado tomadas a las 24h post-cirugia. Las flechas indican areas particularmente afectadas.. La 


























En las muestras tomadas a la semana, en los ratones PGC-1+/+ sometidos al protocolo de IR, se 
pueden encontrar lo que parecen pequeñas areas fibróticas, no detectables en los ratones sometidos al 
protocolo con PCI (Fig. 29). En los ratones con hígado graso, en las muestras sometidas al protocolo de IR 
sin PCI se observaron infiltrados inflamatorios que ocupaban áreas muy extensas, acompañados 
frecuentemente de lo que parecen zonas de fibrosis. En estos ratones, el PCI no permitió la supervivencia de 
un 70 % de los casos más allá del día 5. Cuando el ratón sobrevivió a la operación se observó que el ratón 
presentaba un grado de esteatosis menos severa de lo normal, a pesar de lo cual se observó una 
desestructuración generalizada del hígado, con focos de infiltrados inflamatorios (Fig. 29). Los ratones PGC-
1-/- si que fueron capaces de sobrevivir una semana tras la operación, pero en ellos y al igual que en los 
ratones con hígado graso se observan zonas que parecen asimilarse a zonas fibróticas en los ratones 
sometidos a IR y una pérdida total de estructura normal hepática en los ratones sometidos al protocolo con 
PCI previo (Fig. 29). Este resultado indica que la dependencia de la presencia de PGC-1 es relevante no sólo 


















Figura 29. El daño hepático crónico por IR en ratones PGC-1-/- es similar al observado en ratones 
con hígado graso. Ratones PGC-1α+/+ (paneles superiores)  ratones con hígado graso (paneles centrales) y 
ratones PGC-1α-/- (paneles inferiores), fueron sometidos a un protocolo de isquemia reperfusión hepática sin 
(IR) o con precondicionamiento previo (P-IR). La figura muestra tinciones hematoxilina-eosina de cortes de 
muestras de hígado tomadas 7 dias post-cirugia. Las flechas indican areas particularmente afectadas. La barra 























Para evaluar directamente el grado de muerte por apoptósis que sufrían los hepatocitos, se realizaron 
tinciones de túnel de las muestras de hígado recogidas a las 24 h post cirugía. La tinción de túnel detecta 
mediante microscopía de fluorescencia, la presencia de roturas de doble cadena en el ADN que se producen 
cuando una célula ha entrado en apoptosis (Gavrieli et al, 1992). El análisis de las imágenes obtenidas 
mediante microscopía de fluorescencia reveló que en las muestras procedentes de ratones PGC-1+/+, a nivel 
basal, no se detectan núcleos apoptóticos, tras el protocolo de IR aparecen algunos núcleos apoptóticos, que 
vuelven a ser casi indetectables, en las muestras de ratones sometidos al protocolo con PCI previo. En las 
muestras procedentes de ratones con hígado graso se observa como yase ha descrito previamente, una tinción 
positiva ya en los hígados control, que aumenta de manera importante en las muestras de los hígados 
sometidos a la IR y aún más en las muestras de hígados sometidos al protocolo con PCI previo.  
En las muestras procedentes de ratones PGC-1-/- no se observa núcleos positivos en las muestras 
control, sin embargo, en las muestras con el protocolo IR el número de núcleos es significativamente mayor 
que en las muestras correspondientes de ratones PGC-1+/+ y este número aumenta aún más, en el caso de 
ratones sometidos al protocolo con PCI previo, al igual que ocurre en las muestras de ratones con hígado 
graso (Fig. 30).  
Tomados en su conjunto estos resultados confirman que PGC-1 es esencial en la protección frente 




Figura 30. La reducción mediada por el PCI en el número de núcleos apoptóticos en el hígado, 
depende de la presencia de PGC-1α y no se observa en hígados grasos. Ratones PGC-1α+/+ (paneles 
superiores) ratones con hígado graso (paneles centrales) y ratones PGC-1α-/- (paneles inferiores) fueron 
sometidos a un protocolo de isquemia reperfusión hepática sin (IR) o con precondicionamiento previo (P-
IR).(A) Cortes de tejido hepático fueron sometidos a tinción de TUNEL para núcleos apoptóticos y 
visualizados mediante microscopía confocal Las muestras se tomaron a las 24 horas post cirugía Las células 
positivas a la tinción de TUNEL se muestran en color verde. Los núcleos aparecen de color azul. La barra de 

























PGC-1α media la inducción del  sistema de protección frente a los ROS mitocondriales  en 
el PCI 
Los resultados mostrados hasta este momento indican que PGC-1 participa en la protección frente 
al daño por IRy es necesario para el PCI. Dado que se ha propuesto que los sistemas antioxidantes pueden 
participar en la protección frente a la lesión por IR y que PGC-1 regula la expresión de varios de estos 
genes, nos propusimos valorar si los sistemas antioxidantes regulados por PGC-1 se inducían al igual que el 
propio PGC-1 en la respuesta al PCI y si esta regulación era dependiente de la presencia de PGC-1.  
Para ello, empezamos por evaluar el comportamiento de los genes antioxidantes regulados por PGC-
1 en respuesta al protocolo de IR sin o con PCI previo en ratones PGC-1α+/+. Observamos que 
efectivamente, hay una inducción general tanto a nivel de ARNm como de proteína (determinados a las 6 y 
24 h post cirugía respectivamente) de estos sistemas y esta inducción es mayor en ratones sometidos al 
protocolo con PCI, lo que sugiere que la inducción de estos sistemas puede tener un papel protector frente al 
daño por IR (Fig. 31).  
Cuando se evaluó la respuesta de estos sistemas, en ratones PGC-1α-/- se observó en casi todos los 
casos, una ausencia de respuesta tanto a nivel de ARNm como de proteína, tanto en las muestras IR como en 
las muestras de hígados sometidos al protocolo con PCI previo. Una posible excepción es UCP-2 para el que 
se observa una pequeña inducción a nivel de ARNm que no se traduce en un incremento de la proteína. Este 
resultado indica que la inducción de los sistemas antioxidantes observada en la IR y amplificada por el PCI, es 
dependiente de la presencia de PGC-1. El análisis de las muestras procedentes de ratones con hígado graso 
confirmó una pérdida en la inducción por IR y falta de respuesta al PCI de los sistemas antioxidantes (Fig. 
31).  
Este resultado nos permite proponer por una parte, que la baja actividad de PGC-1 debe ser la 
responsable de la falta de la inducción de los sistemas antioxidantes en respuesta a la IR y al PCI y que 
además, esto puede ser el factor determinante del  aumento en la sensibilidad al daño de los hígados grasos, 
debido a que están sometidos a un alto nivel de estrés oxidativo que no pueden paliar mediante la inducción 

















Figura31. El PCI induce la expresión de 
sistemas de protección frente al estrés oxidativo 
mitocondrial de manera dependiente de la 
presencia de PGC-1. Ratones PGC-1+/+ con 
hígado normal, con hígado graso y  PGC-1-/- 
fueron sometidos a un protocolo de isquemia-
reperfusión hepática sin (IR) o con 
precondicionamiento previo (P-IR). (A) La 
expresión relativa de los genes indicados se 
determinó por qRT-PCR a partir de ARN total. La 
expresión de la β-actina fue utilizada como control 
de carga. A las muestras de referencia se les asignó 
un valor de 1. Las gráficas muestran la media ± 
desviación estándar (SD) de un mínimo de tres 
experimentos independientes. * p<0.05. B) Análisis 
por western blot de las proteínas indicadas.La 











































C  IR P-IR    C  IR P-IR    C  IR  P-IR  
































































PGC-1α+/+     PGC-1α-/- PGC-1α+/+
H. graso 
PGC-1α+/+     PGC-1α-/- PGC-1α+/+
H. graso 
PGC-1α+/+     PGC-1α-/- PGC-1α+/+
H. graso 
PGC-1α+/+     PGC-1α-/- PGC-1α+/+
H. graso 
PGC-1α+/+     PGC-1α-/- PGC-1α+/+
H. graso 
PGC-1α+/+     PGC-1α-/- PGC-1α+/+
H. graso 
PGC-1α+/+     PGC-1α-/- PGC-1α+/+
H. graso 
PGC-1α+/+     PGC-1α-/- PGC-1α+/+
H. graso 
C  IR P-IR    C  IR P-IR    C  IR  P-IR  
C  IR P-IR    C  IR P-IR    C  IR  P-IR  C  IR P-IR    C  IR P-IR    C  IR  P-IR  
C  IR P-IR    C  IR P-IR    C  IR  P-IR  C  IR P-IR    C  IR P-IR    C  IR  P-IR  






PGC-1α  participa en la regulación de los mecanismos moleculares que ocurren durante la  
isquemia reoxigenación en hepatocitos 
Los resultados mostrados hasta ahora indican que PGC-1 se induce en respuesta a la IR y ésta 
inducción es importante en la protección frente al daño isquémico, pero no indica cuál es el mecanismo que 
media en la inducción de PGC-1. Para intentar dilucidar el mecanismo por el cual la expresión de PGC-1α 
se aumenta en respuesta a la IR en el hígado, decidimos intentar poner a punto un protocolo in vitro de 
hipoxia-reoxigenación, con hepatocitos primarios aislados de ratón que se asemeja a la regulación observada 
en el modelo in vivo. 
Teniendo en cuenta que la tensión de O2  normal en los tejidos está en torno a un 3%, los 
hepatocitos se mantuvieron en un incubador de hipoxia al 3% de O2 hasta su uso experimental. Para evaluar 
el efecto de la hipoxia, los hepatocitos se transfirieron a una cámara de hipoxia equilibrada al 1% de O2 y se 
mantuvieron allí durante 14 h, tiempos más largos dan lugar a la inducción de procesos apoptóticos. Para 
estudiar el efecto de la reperfusión, los hepatocitos que habían estado al 1% de O2 durante 14 h se 
trnasfirieron a una segunda cámara equilibrada al 3% de O2 durante 6 h, antes de ser recogidos para su 
análisis. Los ensayos se realizaron tanto en presencia como en ausencia de suero para evaluar el efecto de la 
presencia de factores de crecimiento.  
Los ensayos realizados en presencia de suero mostraron que tras 14 h de hipoxia (1 % O2) se 
producía una reducción en los niveles de ARNm de PGC-1, mientras que tras seis horas de vuelta a la 
normoxia (3% O2) se observaba una inducción en los niveles de ARNm de PGC-1. Seguidamente, se 
comprobó por western blot que a nivel de proteína, la hipoxia (1% O2, 14 h) también reducía la expresión de 
PGC-1 mientras que la normoxia la aumentaba (3% O2 6 h) (Fig 32).  
Para valorar el impacto de estos cambios en los genes regulados por PGC-1 se analizaron los 
cambios de expresión en el mismo conjunto de genes que se estudió en los experimentos in viv oy que incluye 
fundamentalmente sistemas antioxidantes. Los resultados mostraron que en presencia de suero sólo los 
cambios observados en los niveles de ARNm de Prx3, Prx5 y UCP-2 tenían el mismo patrón que los 
observados para PGC-1. Cuando se analizaron por western blot los niveles de estas proteínas, se observó 
que solamente UCP-2 reducía su expresión en hipoxia (Fig 32).  
Para evaluar si estos cambios en los genes regulados por PGC-1 eran realmente debidos a las 
variaciones en los niveles de PGC-1, se realizó el mismo tipo de ensayo en hepatocitos PGC-1-/-, 
observándose que los cambios en los niveles de expresión de Prx3, Prx5 y UCP-2 previamente observados en 
hepatocitos PGC-1+/+ tanto a nivel de ARNm como de proteína se seguían observando en hepatocitos 




Estos resultados sugerían por tanto que la hipoxia sostenida no induce la expresión de PGC-1 sino que la 






















Figura 32. La activación de la expresión de PGC-1α, es dependiente de la tensión de oxígeno en 
hepatocitos. Los hepatocitos PGC-1α+/+ y PGC-1α-/- tras el aislamiento se  mantuvieron al 3% de tensión de 
oxígeno y tras 24 horas se cambiaron al 1% de tensión de oxígeno durante 14 horas (3%-1%)  y se volvieron 
a cambiar a las condiciones de normoxia (1%-3%) durante 6 horas en presencia del 10% de SFB. (A) La 
expresión relativa de los genes indicados se analizó mediante qRT-PCR, utilizando la expresión de la β-
actina  como control de carga. A las muestras de referencia se les asignó valor de 1. (B) Análisis mediante 
western blot. (A) Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de tres 





































































































































A continuación, se realizó el mismo tipo de ensayo, en ausencia de suero. Observando que al igual 
que ocurría en los ensayos con suero, los niveles de expresión de PGC-1 se reducían tras una hipoxia 
sostenida (O2, 14 h) y se recuperaban tras 6h de vuelta a normoxia (3% O2). Este resultado indica que los 
cambios en los niveles de expresión de PGC-1, en respuesta a variaciones en la tensión de oxígeno, son 









Figura 33. El cambio en el nivel de expresión de PGC-1α, en respuesta a la tensión de oxígeno es 
independiente de los factores de crecimiento en hepatocitos. Los hepatocitos PGC-1α+/+ tras el 
aislamiento se  mantuvieron al 3% de O2 y tras 24 horas se cambiaron al 1% O2durante 14 horas (3%-1%) y a 
continuación,se volvieron a cambiar a las condiciones de normoxia (1-3%) durante 6 horas en ausencia de 
SFB. (A) La expresión relativa de los genes indicados se analizó mediante qRT-PCR, utilizando la expresión 
de la β-actina como control de carga. A las muestras de referencia se les asignó valor de 1. (B) Análisis 
mediante Western Blot. (A) Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de tres 
experimentos independientes. 
 
Para valorar el impacto de estos cambios en los genes regulados por PGC-1 se analizaron los 
cambios de expresión en el conjunto de genes que se estudió en los experimentos in vivo y que incluye 
fundamentalmente sistemas antioxidantes junto con Cyt c y VEGF. Los resultados mostraron que en 
ausencia de suero todos los sistemas analizados entre los que se encuentran MnSOD, Catalasa, Prx3, Prx5, 
UCP-2, Cyt C y VEGF, reducen su expresión tras una hipoxia sostenida (1% O2, 14 h) y la recuperan tras 6 h 
de vuelta a la normoxia (3% O2). Estos cambios se observan tanto a nivel de ARNm como de proteína (Fig. 
34).  
Para comprobar si estos cambios de expresión, asociados a variaciones en la tensión de oxígeno eran 
dependientes de PGC-1, se repitió este tipo de ensayos utilizando hepatocitos PGC-1α-/-. Los resultados 
obtenidos tanto a nivel de ARNm como de proteína, indican que la disminución en la expresión, asociada a la 
hipoxia, ocurre también en ausencia de PGC-1 en todos los casos, siendo en este caso más acentuada; lo 
que es más importante, es que la recuperación tras la reoxigenación no ocurre en absoluto en ausencia de 
PGC-1, observándose en cambio, una reducción aún mayor en los niveles de ARNm tras 6 h al 3% de O2. 


























1 tras la vuelta a la normoxia (3% 6 h) es fundamental para la inducción de los sistemas antioxidantes y 
otros sistemas regulados por PGC-1 y que, durante la fase de hipoxia ( 1% O2, 14 h) la disminución en los 
niveles de PGC-1 no es la causa de la reducción en los sistemas antioxidantes en hipoxia, sino que, la 
actividad remanente de PGC-1 podria atenuar la bajada en la expresión de estos sistemas en hipoxia (Fig. 
34). 
 
Figura 34. PGC-1α es activo en ausencia de suero en hepatocitos. Los hepatocitos PGC-1α+/+ y PGC-
1α-/-,  tras el aislamiento se  mantuvieron al 3% de O2 y tras 24 horas se cambiaron al 1% de O2 durante 14 
horas (3%-1%)  y se volvieron a cambiar a las condiciones de normoxia  (1-3%) durante 6 horas en ausencia 
de SFB. (A) La expresión relativa de los genes indicados se analizó mediante qRT-PCR, utilizando la 
expresión de la β-actina como control de carga. A las muestras de referencia se les asignó valor de 1. (B) 
Análisis mediante Western Blot. (A) Las gráficas muestran la Media ± desviación estándar (SD) de un 
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Finalmente decidimos estudiar los mecanismos inplicados en la regulación de la expresión de PGC-
1 y los sistemas antioxidantes en respuesta a cambios en la tensión de O2. Diversos estudios sugieren que 
por una parte, los ROS producidos durante la reperfusióny por otra, la elevación de la concentración 
citosólica de Ca2+ y la activación de la Calcineurina A (Cn) en la fase de hipoxia, son mediadores 
fundamentales en la respuesta hepatica a la IR (Yang et al, 2006; Vila-Petroff et al, 2007; Salas et al, 2010). 
Además, estudios realizados en sistemas no hepáticos han demostrado que PGC-1 se induce tanto por Ca2+ 
como por hipoxia (Storey, 2003; Gutsaeva et al, 2008; Shoag & Arany, 2010; Zhu et al, 2010). 
Para valorar la posible contribución de ambos factores a la inducción por PGC-1 empezamos por 
estudiar el efecto del Ca2+ y la Cn en la expresión de PGC-1 en hepatocitos primarios y en células FAO, que 
fueron tratados con ionóforo de Ca2+ (Io) para inducir la entrada de Ca2+ en la célula a distintos tiempos (2 y 
6 h) en presencia o no de ciclosporina (CsA), un inhibidor de la Cn. Los resultados obtenidos indican que a 
tiempos cortos (2 h) se produce una inducción de PGC-1 que se inhibe por CsA, mientras que a las 6 h el 
aumento en la expresión de PGC-1 no se inhibe por CsA, que tiene, en este caso, un efecto estimulador 
sobre los niveles de PGC-1 (Fig. 35). La inducción temprana dependiente de Cn es coherente con 
resultados publicados que indican que PGC-1 se induce por CMKIV de manera Cn dependiente. Sin 
embargo, la observación de que la inducción tardía de PGC-1 por Ca2+ no es dependiente de Cn sino más 
bien al contrario, es totalmente novedosa. Esta regulación podría se debida a un efecto inhibidor de NFAT 
(del inglés nuclear factor of activated T cells), sobre la expresión de PGC-1. NFAT es un factor de transcripción 
que media en la respuesta celular a la hipoxia al ser activado por Ca2+ Esta hipótesis está apoyada por 
experimentos independientes realizados por la Dra. Eva Cano, en los que se observó que en ensayos de 
transfección transitoria con gen reportero (luc) bajo el control del promotor de PGC-1, la isoforma 
constitutivamente activa NFAT3 tenía un efecto represor sobre la actividad del promotor (experimentos no 



































Figura 35. La activación de la expresión de PGC-1α, es dependiente de la entrada de calcio en 
células FAO. LAs células FAO se mantuvieron en ausencia y se trataron con ionóforo de Ca2+ 10 µM en 
ausencia o en presencia de ciclosporina 10µM (CsA) durante los tiempos indicados. La expresión relativa de 
PGC-1 fue determinada por qRT-PCR a partir de ARN total. La expresión de la β-actina fue utilizada como 
como control de carga. A las muestras de referencia se les asignó un valor de 1. Las gráficas muestran la 
Media ± desviación estándar (SD) de un mínimo de tres experimentos independientes. * p<0.05.  
 
Con el fin de evaluar la contribución de la regulación por CsA de la expresión de PGC-1 en 
respuesta a hipoxia en el hepatocito, se realizaron ensayos con hepatocitos estabilizados al 3 % de O2, tal y 
como se explicó en el apartado anterior, y se evaluó el efecto de la adición de CsA en la fase de hipoxia (1% 
O2, 14 h) adicionando la CsA en el momento del cambio en la tensión de O2. Los resultados obtenidos 
indican que la inhibición de la Cn cancela o reduce el efecto de la hipoxia sobre la expresión de PGC-1 y 
todas las dianas analizadas, observándose este efecto tanto a nivel de ARNm como de proteína en hepatocitos 
PGC-1+/+. Este resultado indica que al menos en este modelo “in vitro”, la activación de la Cn tiene un 
efecto inhibitorio sobre la actividad de PGC-1 (Fig. 36). 
El modelo de trabajo actual, pendiente de validar sería por tanto que la duración de la hipoxia 
determina si la entrada de Ca2+ permite la inducción de PGC-1 (tiempos cortos, hasta 2 h) o si la entrada de 
Ca2+ induce NFAT (tiempos largos, hasta 4-12 h), lo que redundaría en una supresión de la expresión de 
PGC-1 y de los sistemas antioxidantes. 
 Queda además pendiente de determinar la validez de esta hpótesis en el modelo in vivo. Cabe reseñar 
en este contexto que distintos estudios indican que en el hígado graso existe un estado pro-inflamatorio basal 
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Figura 36. La activación de la Calcineurina tiene un efecto inhibitorio sobre la actividad de PGC-1  
(A) Los hepatocitos PGC-1α+/+ tras el aislamiento se  mantuvieron al 3% de tensión de oxígeno y tras 24 
horas se les añadió 1 µM de ciclosporina (Cs A) y se cambiaron al 1% de tensión de oxígeno durante 14 horas 
que es lo que se considera hipoxia (3%-1%) La expresión relativa de PGC-1α y del resto de dianas  se analizó 
mediante qRT-PCR, utilizando el ARN de la β-actina como control endógeno. A la muestras de referencia 
se les asignó valor de 1. (B) Análisis mediante western blot. (A) Los resultados se muestran como la Media ± 
desviación estándar de un mínimo de tres experimentos independientes. * p<0.05. 
 
La observación de que la expresión de PGC-1 se reduce en hipoxia tanto en presencia como en 
ausencia de suero, no concuerda en principio con estudios publicados en los que se determinó que la 
hipoxiainducía la expresión de PGC-1. Se podría especular acerca de la discrepancia de estos resultados que 
podría tener tres origenes: 1.- Podría deberse a que se estudiaron sistemas celulares distintos. 2.- Podria 
deberse a que se utilizaron distintos tiempos de hipoxia. 3.- Podría deberse a que se utilizaron distintas 
concentraciones de oxígeno de partida. De estas tres posibilidades pensamos que la primera era muy 
improbable dado que la respuesta a la IR y la actividad de PGC-1 son en líneas generales muy similares en 




ensayo de tiempos en los que se determinaron los niveles de PGC-1 tras 2 h, 4 h, 6 h, 8 h, 12 h y 24 h de 
hipoxia. Y no se pudo observar inducción de PGC-1 a ninguno de estos tiempos (resultados no mostrados). 
Finalmente nos planteamos que la diferencia podría deberse a que en nuestro caso se utiliza como 
tensión de O2 de referencia el 3%, mientras que la mayor parte de los estudios de hipoxia utilizan como 
tensión de oxìgeno de referencia el 20%. Por ello realizamos el mismo tipo de ensayos partiendo de una 
tensión de oxígeno al 20 % y evaluamos los niveles de expresión de PGC-1 tras 14h al 3% o al 1% de O2. El 
análisis de los cambios de expresión del ARNm de PGC-1 mostró que estas células tras 14 h en 1% de 
oxígeno inducían la expresión de PGC-1. Sin embargo, los hepatocitos mantenidos 14 h en 3% de oxígeno 
no inducían sino que reducían la expresión de PGC-1 (Fig. 37). 
 Concluimos por tanto que el grado de reducción en la tensión de oxígeno puede determinar si la 
hipoxia tiene un efecto inductor o supresor sobre la expresión de PGC-1. Queda por tanto pendiente 
evaluar cual es el efecto dominante in vivo o si ambos lo son dependiendo del sistema o del grado de hipoxia. 
 
Figura 37. El grado de reducción de la tensión de oxígeno tiene efectos diferentes sobre la expresión 
de PGC-1 Los hepatocitos PGC-1α+/+ tras el aislamiento se  mantuvieron al 20% de tensión de oxígeno y 
tras 24 horas se cambiaron al 1% de tensión de oxígeno durante 14 horas, en presencia del 10% de SFB (A) o 
en ausencia de SFB (B). (A-B)La expresión relativa de PGC-1α s se analizó mediante qRT-PCR, utilizando la 
expresión de la β-actina como control de carga. A la muestras de referencia se les asignó el valor de 1. Los 
resultados se muestran como la Media ± desviación estándar de un mínimo de tres experimentos 


















































































Por último, como paso inicial para valorar el efecto de los ROS producidos en la fase de 
reoxigenación sobre la expresión de PGC-1, se valoró el efecto del antioxidante EU-89 sobre la inducción 
de la expresión tras la reoxigenación, (6 h al 3% de O2 tras 14 h al 1% de O2), observándose que la 
recuperación en los niveles de expresión de PGC-1 tras la reoxigenación no ocurre en presencia de 
antioxidante, lo que sugiere que el aumento en el nivel de ROS es necesario para inducir la expresión de 










Figura 38. Los niveles de ROS son necesarios para inducir la expresión de PGC-1 Los hepatocitos 
PGC-1α+/+ tras el aislamiento se  mantuvieron al 3% de tensión de oxígeno y tras 24 horas se se cambiaron al 
1% de tensión de oxígeno durante 14 horas, a continuación se añadió el antioxidante EU-89 100µM (Aox) y 
se cambió al 3% de tensión de oxígeno durante 6 horas. La expresión relativa de PGC-1α s se analizó 
mediante qRT-PCR, utilizando la expresión de la β-actina como control de carga. A la muestras de referencia 
se les asignó el valor de 1. Los resultados se muestran como la Media ± desviación estándar de un mínimo de 
























































Control metabólico y respuesta al daño en el ADN 
TLS se descubrió originalmente como parte de una translocación oncogénica en liposarcomas 
humanos que genera una proteína de fusión con el factor de transcripción CHOP (Crozat et al, 1993; 
Rabbitts et al, 1993). Estudios posteriores vinieron a demostrar que TLS era  importante en la regulación de la 
estabilidad genómica (Perrotti et al, 1998; Hicks et al, 2000; Gardiner et al, 2008) pudiendo actuar como 
regulador tanscripcional (Hallier et al, 1998; Powers et al, 1998; Uranishi et al, 2001; Law et al, 2006; Wang et 
al, 2008). Por otra parte, estudios recientes indican que varias mutaciones en TLS están asociadas al desarrollo 
de la esclerosis laterar amiotrófica familiar (ALS). ALS es una enfermedad neurodegenerativa, para la cual se 
ha propuesto una etiología asociada a un tipo de disfunción mitocondrial, acompañada del desarrollo de 
estrés oxidativo (Blair et al, 2009; Chio et al, 2009; Kwiatkowski et al, 2009; Neumann et al, 2009; Tateishi et 
al, 2009; Vance et al, 2009; Groen et al, 2010; Syriani et al, 2011). 
Por lo tanto, la evidencia existente en el momento de iniciar el estudio indicaba que TLS era relevante 
en la respuesta al daño genotóxico por mecanismos aún muy poco caracterizados y parecía indicar que TLS 
podría participar en la función mitocondrial. La identificación de TLS en un ensayo de doble híbrido en 
levaduras contra PGC-1α, nos llevó a plantearnos que la posible actividad mitocondrial de TLS podría estar 
mediada por su interacción con PGC-1α, un regulador clave de la actividad mitocondrial. 
Con el fin de validar esta hipótesis empezamos por comprobar si la interacción entre PGC-1α y TLS 
era detectable en hepatocitos y decidimos mapear los dominios implicados, realizando tanto ensayos in vitro 
con proteínas purificadas, como ensayos en células. Los resultados obtenidos indicaban que la región de TLS 
que media en su interacción con PGC-1α, corresponde a la región, RGG3, rica en tripletes de Arg-Gly-Gly, 
situada en su extremo carboxilo terminal. Estudios previos indicaban que dicha región podía mediar en las 
interacciones proteína-proteína (Cartegni et al, 1996; Bouvet et al, 1998) además de regular la especificidad del 
dominio de unión a RNA adyacente (Burd & Dreyfuss, 1994; Lerga et al, 2001). 
Del mismo modo, la región de PGC-1α que interacciona con TLS se localiza en su dominio CTD 
pero no requiere ni el dominio de unión a RNA (RRM), ni la región rica en serinas y argininas (SR), 
localizándose por tanto la región de interacción entre los aa 710-797 de la proteína. Se ha descrito que el 
dominio CTD de PGC-1α es el dominio implicado en la interacción con el factor de transcripción FoxO1, 
dicha interacción está implicada en el control de la expresión de los genes de gluconeogénesis en el hígado 
(Puigserver et al, 2003) y con el factor FoxO3a con el que regula los genes de protección frente a estrés 
oxidativo mitocondrial en células endoteliales (Olmos et al, 2009).  
Los estudios de actividad transcripcional con gen reportero sirvieron para determinar que TLS puede 
actuar como un cofactor de PGC-1α, regulando positivamente su actividad transcripcional y dicha regulación 




Una vez determinado que TLS era un cofactor de PGC-1α nos propusimos estudiar si este efecto era 
un efecto general sobre todos los genes regulados por PGC-1α o era un efecto específico de gen. Empezamos 
por valorar un grupo conocido de genes diana de PGC-1α observando que TLS sólo es capaz de regular la 
expresión de los genes del sistema de protección frnete a estrés oxidativo mitocondrial, no así la expresión de 
los genes implicados en biogénesis mitocondrial. Los ensayos de ChIP vinieron a demostrar que TLS se 
asocia directamente con las regiones promotoras de sod2, prx3, prx5, catalasa y ucp-2, siendo éstas, las mismas 
regiones promotoras para las que se había descrito previamente una asociación con PGC-1 (Valle et al, 
2005). No se pudo evaluar la posible asociación con las regiones promotoras de  trx-2 ni de trxr2, debido a la 
dificultad de diseñar oligonucleótidos adecuados para las regiones promotoras de estos genes.  
Para confirmar la relevancia funcional de TLS, se evaluó que efecto tiene la ausencia de TLS sobre 
los niveles de expresión de los genes de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial. Los resultados 
obtenidos muestran que los niveles de expresión de estos genes se encuentran disminuidos a nivel de ARNm 
para todos los genes analizados. Esta disminución viene acompañada de una reducción en los niveles de 
proteínas, para todos los casos excepto para la proteína TrxR2 que se encuentra aumentada. Una posible 
explicación a este hecho es que sobre TrxR2 tengan lugar modificaciones posttranscripcionales que alteren la 
síntesis o la estabilidad de la proteína, quizás debido al aumento en los niveles de ROS que se observa en 
ausencia de TLS.  
A continuación, se evaluó la posible cooperación entre TLS y PGC-1α en la regulación de los genes 
antioxidantes, comprobándose que los dos factores actúan de forma cooperativa y mutuamente dependiente. 
La cooperatividad y la dependencia mútua se hace particularmente evidente cuando se analizan los niveles 
totales de ROS presentes en la célula ya que ni TLS ni PGC-1α son capaces de reducir los niveles de ROS en 
ausencia del otro. 
Se ha comprobado que el efecto de TLS sobre los niveles de ROS es debido al menos en parte a un 
aumento en la capacidad de detoxificación de ROS. Este hecho se ha probado por dos técnicas 
independientes, en primer lugar con el tratamiento con DMNQ, que sirve para evaluar la capacidad general 
de detoxificación celular de ROS de origen mitocondrial y en segundo lugar mediante la medida directa de la 
actividad SOD y catalasa. Además, es posible que TLS actúe también disminuyendo la producción de ROS, 
que podría tener lugar en los complejos I y III de la CTE de la membrana interna mitocondrial, este hecho 
sería coherente con la inducción observada de la proteína desacoplante UCP-2 en los experimentos 
realizados, sin embargo, no se han realizado experimentos encaminados a demostar este hecho, como el 
empleo de inhibidores específicos del complejo I como la rotenona, descritos en la literatura (Li et al, 2003).  
El incremento en la actividad mitocondrial resulta en un incremento en la producción de ROS que 
puede ser perjudicial para las células. Por tanto, la inducción de sistemas antioxidantes, que regulen la 
acumulación de ROS en la célula, es crucial, sobre todo en aquellas situaciones en las que la β-oxidación está 




descrito que PGC-1α coordina la inducción de la función mitocondrial con un incremento de las enzimas del 
sistema de detoxificación mitocondrial (Valle et al, 2005).  
Debido a que TLS está implicado en la regulación de los genes antioxidantes, quisimos valorar el 
efecto que tiene el estrés oxidativo sobre los niveles y la actividad de TLS. Los resultados obtenidos muestran 
que efectivamente el estrés oxidativo aumenta los niveles de expresión de TLS y aunque no parece regular la 
interacción entre TLS y PGC-1, el perfil de inducción de la expresión de los genes antioxidantes se ve 
alterado. En condiciones de estrés oxidativo debido a altas concentraciones de glucosa, la cooperatividad 
entre TLS y PGC-1, parece ser mayor para algunos genes, menor para otros y no se ve alterada en algunos 
casos. La explicación a este hecho nos es a día de hoy desconocido. 
El hecho de que la concentración alta de glucosa genere estrés oxidativo en la célula, es debido a que 
cuando el consumo de calorías es superior al gasto de energía, se produce un aumento de la actividad del ciclo 
del ácido cítrico, que genera un exceso de NADH mitocondrial que inhibe la entrada de sustratos energéticos 
a la mitocondria.Cuando el nivel de metabolitos es muy alto, hace que la inhibición de los mecanismos de 
entrada en la mitocondria no sea efectiva, lo que genera un incremento en la producción de ROS en la 
mitocondria, al no estar acoplado el flujo electrónico de la CTE a la síntesis de ATP(Van Gaal et al, 2006). 
Resultados previos de nuestro grupo muestran que las altas concentraciones de glucosa inducen a nivel de 
ARNm pero no de proteína, varios sistemas antioxidantes de manera independiente de PGC-1, pero dicha 
inducción no se refleja en un aumento de la capacidad antioxidante celular y no puede compensar el aumento 
en la generación de ROS mitocondriales. 
Se han descrito varios mecanismos a través de los cuales el estrés metabólico y el estrés oxidativo 
regulan la expresión o la actividad de PGC-1. Entre los que cabe destacar, la inducción de PGC-1 a nivel 
de expresión génica, en respuesta tanto a la restricción calórica por CREB mediado por glucagón y por FoxO 
mediado por la baja concentración de insulina, como en respuesta al incremento en los niveles de ROS 
(Herzig et al, 2001; Puigserver & Spiegelman, 2003; Kumashiro et al, 2008). Otro de los mecanismos 
propuestos, es la activación o inactivación de PGC-1 debido a modificaciones posttranscripcionales, como 
es el caso de la proteína AKT que inactiva PGC-1 por fosforilación en respuesta a la insulina, la proteína 
AMPK que activa PGC-1 por fosforilación cuando se inducen los niveles de AMP, o por SIRT1 que activa 
PGC-1 por deacetilación cuando suben los niveles de NAD+  y en respuesta a ROS (St-Pierre et al, 2006; 
Jager et al, 2007; Irrcher et al, 2009). Dado que la actividad de TLS está también regulada por cambios en el 
metabolismo y en ROS permite hipotetizar con la idea de que algunos de estos sistemas pueden estar también 
implicados de forma directa o indirectamente en la regulación de los niveles y actividad de TLS, sin embargo 
hasta la fecha no se han iniciado estudios que permitan valorar esta posibilidad.  
Como se puede comprobar  en los resultados mostrados previamente, existe una dependencia mutua 




importante mencionar que existe una excepción que es la MnSOD. Los ensayos de supresión de la expresión 
de TLS en hepatocitos PGC-1α+/+ y PGC-1α-/- mostraron una alta variabilidad en la expresión de la enzima 
MnSOD, que no permite concluir si las diferencias observadas son significativas o no lo son. El origen de 
esta variabilidad, puede ser debido tanto a un grado menor de dependencia, como al propio proceso 
experimental, ya que diferentes grupos de experimentos respondieron de manera muy distinta a la supresión 
de la expresión de TLS. Para evaluar la dependencia mutua entre TLS y PGC-1α sería necesario la realización 
de experimentos con modelos in vivo. Este tipo de ensayos se encuentran en marcha y en ellos se evaluará el 
efecto que tiene sobre el tejido hepático la sobreexpresión o la supresión de TLS en ratones PGC-1α+/+ y 
PGC-1α-/-. En cualquier caso, cabe destacar que la regulación transcripcional de sod2  está bastante bien 
caracterizada y si se analiza con detenimiento lo descrito en la literatura, podremos encontrar que su 
expresión está regulada por diversos factores de transcripción entre ellos PGC1-β, un homólogo de PGC-1α 
(Zelko et al, 2002; Spiegelman, 2007), cuya interacción con TLS a día de hoy, no ha sido evaluada pero podría 
tener un efecto compensatorio sobre la ausencia de PGC-1α. 
Un resultado que es importante resaltar es que la regulación de los genes del sistema de 
detoxificación mediada por TLS y PGC-1α no es debido a cambios en la localización subcelular de TLS en el 
hepatocito. Como ya se comentó previamente TLS se localiza entre el citosol y el núcleo ya que participa en el 
transporte del ARNm del núcleo al citosol (Fujii & Takumi, 2005). En concreto, se ha descrito que TLS se 
localiza en los focos nucleares que podrían corresponder a sitios de activación de la transcripción o 
procesamiento del ARNm y es una localización clásica de los factores de transcripción implicados en el 
proceso de splicing como es el caso de TLS (Alliegro & Alliegro, 1996; Yang et al, 1998; Meissner et al, 2003). 
Los resultados obtenidos indican que TLS se distribuye de manera similar en el núcleo y en el citoplasma de 
los hepatocitos en ausencia o en presencia de PGC-1α, por tanto el deterioro en la actividad de TLS, en 
ausencia de PGC-1α, sobre los genes del sistema de detoxificación mitocondrial no puede ser atribuido a 
cambios en la localización subcelular de TLS. 
Este grupo de resultados viene por tanto a demostrar que TLS no sólo responde al daño al ADN 
induciendo la parada de ciclo sino que interviene directamente induciendo sistemas de protección que 
previene la generación del daño oxidativo .Además, el hecho de que la actividad de TLS sobre los sistemas 
antioxidantes dependa de la rpresencia de PGC-1α, indica que sólo en aquellas condiciones en las que la célula 
presenta un metabolismo oxidativo activo se va a producir la regulación de los sistemas antioxidante por TLS. 
La posible relación entre el control metabólico y el daño genotóxico se sustenta por el análisis funcional del 
array, que muestra que la actividad de TLS modula tanto genes del control del metabolismo celular como 
genes relacionados con el cáncer y con el control del ciclo celular y por otro lado, acentúa la importancia de 
PGC-1α para el control de aproximadamente el 80% de los genes regulados positivamente por TLS. Entre 
otros, a modo de ejemplo, dos de los genes regulados por TLS de forma dependiente de PGC-1α e 
implicados en el metabolismo celular, son fosfoenol piruvato carboxiquinasa (PEPCK) y la glucosa 6 




(Herzig et al, 2001). En este sentido es interesante comentar que, recientemente, se ha descrito que la 
actividad del promotor de ambos genes se reduce en respuesta a la radiación ultravioleta y a la radiación 
ionizante que promueven la generación de ROS, lo que parece indicar que la expresión de la g6p y pepk es 
sensibles al daño genotóxico (Kim et al, 2011). Además, en este mismo trabajo indican que los niveles de 
PGC-1α se reducen en respuesta a  la radiación de forma dependienter y esta disminución está mediada por la 
degradación de PGC-1α por el proteososma (Kim et al, 2011) lo que podría justificar la reducción en la 
expresión de g6p y pepk . Este tipo de evidencias apoyan la fuerte conexión que parece existir entre el control 
metabólico y el control del daño al ADN. 
Otro tipo de estudios muy recientes apuntan también a la existencia del vínculo entre el control 
metabólico y el daño genotóxico. Cabe resaltar los estudios relativos a la quinasa ATM, fundamental en la 
respuesta al daño al ADN que se conoce que regula positivamente la actividad de TLS (Gardiner et al, 2008). 
Un artículo reciente propone que ATM induce biogénesis mitocondrial de manera dependiente de AMPK 
que como ya se ha comentado previamente es un sensor metabólico y activador de PGC-1α (Fu et al, 2008). 
Además, otra proteína importante para el control génico de la respuesta al daño en el ADN es p53, un 
conocido factor transcripcional cuya pérdida desencadena el desarrollo de tumores, para el que que se ha 
descrito recientemente que se encuentra asociado al control de la actividad mitocondrial y al control de los 
ROS, probablemente de manera dependiente de PGC-1α debido a que ratones deficientes en p53, muestran 
un número reducido de mitocondrias acompañado de niveles bajos de expresión y actividad de PGC-1α 
(Hussain et al, 2004; Bae et al, 2005; Matoba et al, 2006; Saleem et al, 2009). Aunque no se ha descrito la 
existencia de mecanismos de regulación cruzada entre p53 y TLS, sí que se ha identificado a p53 como un 
marcador biológico que predice el desarrollo del liposarcoma, en el que se ha  caracterizado la presencia de la 
proteína de fusión oncogénica TLS-CHOP (Antonescu et al, 2001) sugiriendo una posible conexión funcional 
entre ambos. 
Por otra parte, múltiples trabajos en diversos organismos demuestran que la limitación al acceso de 
nutrientes, promueve tanto la β-oxidación de los ácidos grasos para aumentar el rendimiento energético de los 
metabolitos disponibles, como la resistencia frente al daño genotóxico (Albers et al, 2007; Panowski & Dillin, 
2009; Zuin et al, 2010) esto indica que el estrés oxidativo y consecuentemente el daño genotóxico, prevalece 
en aquellas situaciones en las que la β-oxidación está muy disminuida aunque los mecanismos implicados no 
están en general muy bien caracterizados (Burhans & Heintz, 2009; Seyfried & Shelton, 2010). En mamíferos, 
la restricción calórica incrementa la actividad de proteínas como sirt1 que ha sido implicado en el 
mantenimiento de la estabilidad genómica, la supervivencia celular, así como el control del metabolismos 
oxidativo y de los ROS (Cohen et al, 2004; Kobayashi et al, 2005; Ghosh, 2008; Prozorovski et al, 2008). 
Teniendo en cuenta que sirt1 parece regular positivamente la actividad de PGC-1α, es probable que esta 
regulación también sea importante en la respuesta dependiente de PGC-1α y TLS en el daño al ADN. Sin 




obtenidos identifican la interacción y la dependencia funcional entre dos factores que modulan ambas rutas 
regulatorias.  
Un estudio reciente apoya la existencia de una relación funcional entre la estabilidad genómica, la 
respuesta metabólica y la regulación frente al estrés oxidativo. Este trabajo demuestra que la disfunción 
telomérica reprime la expresión de PGC-1α de manera dependiente de p53. Este resultado no sólo establece 
un vínculo entre la actividad de PGC-1 y p53 sino que además, predice que esta relación es clave en la 
integración de la respuesta frente al estrés metabólico con el estrés oxidativo (Sahin et al, 2011). En esta línea, 
cabe recordar que la propia actividad telomerasa, que controla la senescencia e inmortalización celular se 
regulan por ROS. Finalmente, es importante resaltar que tert, el componente ARN de la telomerasa, fue 
identificado en los ensayos de arrays como un gen cuya expresión se regula negativamente por TLS, de 
manera dependiente de PGC-1, a la vista está que este resultado es muy interesante, pero es necesario 
validarlo por q PCR. 
Estudios recientes han propuesto que sirt1 protege frente al estrés promovido por oxidantes 
mediante la inducción de la expresión de la MnSOD y la catalasa (Alcendor et al, 2007; Hasegawa et al, 2008; 
Tanno et al, 2010). Por otra parte, sirt1 regula la actividad de PGC-1α en diferentes tejidos en respuesta 
necesidades metabólicas (Nemoto et al, 2005; Rodgers et al, 2005; Canto & Auwerx, 2009; Canto & Auwerx, 
2010). Así por ejemplo PGC-1α y sirt1 parecen actuar de forma conjunta en la regulación de los procesos de 
gluconeogénesis y de la  -oxidación de ácidos grasos en el hígado en condiciones de ayuno (Rodgers et al, 
2005; Rodgers & Puigserver, 2007) Por tanto, estos datos contribuyen a que PGC-1 podría actuar como 
vínculo entre la regulación metabólica mediada a través de sirt1y la respuesta al estrés genotóxico promovido 
por TLS. 
Como conclusión a esta parte del trabajo, podemos decir que creemos haber identificado una 
interacción clave entre la respuesta al estrés oxidativo y al estrés metabolico que hace que la respuesta celular 
al estrés dependa del estado metabólico en el que se encuentre la célula, siendo esta una posible explicación al 
hecho de que haya mayor incidencia de tumores en aquellos paciente con disfunción metabólica. Ésto, unido 
a trabajos recientes, que muestran que PGC-1 induce apoptosis en lineas tumorales y que puede actuar 








PGC-1α es un mediador en el precondicionamiento isquémico 
El trasplante hepático constituye en la actualidad el tratamiento más efectivo para las enfermedades 
hepáticas graves de mal pronóstico a corto plazo. El órgano del donante sufre durante el trasplante la 
interrupción del flujo sanguíneo, que impide el acceso del órgano al O2  y a los nutrientes, lo que compromete 
la viabilidad del tejido. Además, el repentino restablecimiento del flujo sanguíneo, durante la reperfusión, 
agrava la lesión producida a nivel celular (Serracino-Inglott et al, 2001; Montalvo-Jave et al, 2008). El tiempo 
necesario para trasplantar el órgano y las complicaciones que surgen de la propia cirugía, hacen que el tiempo 
durante el cual el órgano permanece en hipoxia pueda ser muy largo(Powner, 2004; Montalvo-Jave et al, 
2008). Es posible que por este motivo, el daño hepático, consecuencia del proceso denominado de isquemia-
reperfusión (IR), sea la principal causa de fallo hepático tanto en la fase aguda como en la fase crónica, tras 
los problemas inmunológicos (Powner, 2004). 
Durante la fase isquémica concurren varias alteraciones a nivel celular, que promueven la muerte del 
hepatocito. Los bajos niveles de O2 no permiten que funcione la CTE, por lo que se induce el metabolismo 
glicolítico, pero este proceso pronto pierde efectividad, dado que no se retira el lactato, lo que disminuye el 
pH. La consecuencia es una disminución en la concentración de ATP, que lleva a una pérdida de actividad en 
las bombas de iones, lo que induce una acumulación citosólica de Ca2+. Tras la súbita entrada de O2 en la fase 
de reperfusión se produce además, un fuerte aumento en la producción mitocondrial de ROS. Los elevados 
niveles de ROS, los bajos niveles de pH y la alta concentración de Ca2+ intracelular son factores concurrentes 
en la muerte del hepatocito, que puede producirse tanto por necrósis como por apoptósis, dependiendo de la 
severidad y el tiempo de isquemia (Silverman & Stern, 1994; Halestrap et al, 2004; Solaini & Harris, 2005; 
Halestrap, 2009a; Halestrap & Pasdois, 2009).  
El éxito en el trasplante radica en buena parte, en la capacidad de supervivencia del órgano 
transplantado a la IR El nivel de daño por IR se encuentra fuertemente asociado al nivel de ROS al que se 
somete al hepatocito, con la consiguiente activación de los procesos apoptoticos y necróticos(Serracino-
Inglott et al, 2001; Jassem & Heaton, 2004; Powner, 2004; Montalvo-Jave et al, 2008). Por tanto, conocer 
como se regulan los niveles de los sistemas de protección frente a estrés oxidativo encargados de eliminar los 
ROS producidos durante la IR podría por tanto permitir el desarrollo de protocolos que reduzcan el daño 
producido por la IR. Estudios previos realizados en nuestro laboratorio pusieron de manifiesto la implicación 
de  PGC-1 en la regulación de la expresión de genes de de protección frente a estrés oxidativo de origen 
mitocondrial (Valle et al, 2005), de manera dependiente de su interacción con el factor de transcripción 
FoxO3a (Olmos et al, 2009) jPor tanto nos propusimos estudiar el papel de la regulación mediada por PGC-
1 de sistemas antioxidantes en el daño hepático producido por la IR. 
El precondicionamiento isquémico es un protocolo de inducción de sistemas de protección celular 
frente a la lesión generada por el proceso de IR, que parece mediado al menos en parte, por los ROS 




isquémico (Rudiger et al, 2003; Schauer et al, 2003; Pasupathy & Homer-Vanniasinkam, 2005) Los ROS son 
sin embargo, sólo uno de los muchos mediadores propuestos para el PCI, estando en muchos casos muy 
poco claro si es causa o si es efecto del proceso .Teniendo en cuenta que PGC-1 se induce tanto en 
respuesta a hipoxia , como en respuesta a los ROS, dos de los factores claves del proceso de IR y es capaz de 
inducir genes de detoxificación de ROS, generados durante el proceso de IR, nos planteamos si PGC-1 se 
inducía en respuesta a la IR y si ésta inducción era relevante en la protección del hígado mediado por el PCI. 
Como ya se ha descrito previamente los hígados de los donantes que presentan esteatosis hepática 
responden peor al trasplante al PCI (Ploeg et al, 1993; Franchello et al, 2009). La sobrealimentación y el 
síndrome metabólico van acompañadas de una reducción en la actividad de PGC-1 en el hígado (Patti et al, 
2003; Yang et al, 2003; Semple et al, 2004; Aharoni-Simon et al, 2011) Debido a estos motivos nos 
preguntamosen este estudio si la baja actividad de PGC-1 en los hígados esteatóticos podía ser la causa de 
su mala respuesta a la IR (Pessayre, 2007).  
Para valorar esta hipótesis se utilizaron dos modelos murinos de forma paralela, uno de deficiencia en 
PGC-1 y otro de hígado graso generado por la alimentación de los ratones con dieta grasa durante 7 
semanas. 
Empezamos por determinar si la expresión de PGC-1 se encontraba efectivamente disminuída en 
ratones con hígado graso y si era así, cómo se veían afectados los genes diana de PGC-1 y en particular 
genes implicados en la detoxificación de ROS de origen mitocondrial. Los resultados obtenidos muestran que 
efectivamente, no sólo la expresión de PGC-1α sino también varios genes de detoxificación mitocondrial y 
otros genes regulados por PGC-1 como Cyt C (Wu et al, 1999) y VEGF (Arany et al, 2008) presentan una 
expresión reducida en los ratones con hígado graso. El hecho de que esta baja expresión sea debida a la 
reducción en los niveles de PGC-1 viene apoyada por la observación de que el hígado proveniente de 
ratones PGC-1α-/- presenta un patrón de expresión de los genes del sistema de detoxificación muy similar al 
que presentan los ratones con hígado graso, con excepción de UCP-2, cuya expresión esta aumentada en 
hígados grasos y disminuída en el hígado de ratones PGC-1-/-. La inducción de UCP-2 está en consonancia 
con lo descrito por diversos autores que han mostrado previamente que la expresión de UCP-2 se encuentra 
aumentada en el hígado graso tanto en humanos como en modelos animales (Uchino et al, 2004; Fulop et al, 
2006; Jiang et al, 2008). La inducción de UCP-2 podría deberse a que los ácidos grasos libres aumentan la 
expresión y actividad de UCP-2 por mecanismos aún poco conocidos. 
Durante el proceso de IR se genera una gran cantidad de ROS que se han propuesto como 
mediadores en el PCI (Alchera et al, 2010; Theodoraki et al, 2011). Como primer paso, para valorar la posible 
actividad de PGC-1en este proceso, se analizó si PGC-1 y el sistema de detoxificación mitocondrial  se 
inducía durante el proceso de IR. Los resultados obtenidos muestran que en los ratones control se produce 




PCI, esta inducción va acompañada de una mayor expresión de varios sistemas antioxidantes probablemente 
mediada por PGC-1, ya que esta inducción no ocurre en ratones PGC-1-/- sometidos al mismo protocolo 
con PCI. 
La relevancia fisiopatológica del estudio vino apoyada por los resultados obtenidos con el modelo de 
esteatosis hepática, en este caso, el protocolo de PCI no dió lugar a una inducción significativa de la expresión 
de PGC-1 y además,  la inducción de los sistemas antioxidantes fue muy leve ee incluso para varias de las 
enzimas objeto de estudio fue suprimida. Dado que el patrón de respuesta del hígado graso es muy similar al 
del hígado de ratones PGC-1-/- y teniendo en cuenta que PGC-1 no se induce en hígado graso tras el PCI, 
podemos concluir que la inducción de PGC-1 en el PCI probablemente media en la inducción de los 
sistemas antioxidantes durante el PCI para eliminar los ROS generados durante la reperfusión. Además, 
posiblemente, la falta de inducción de PGC-1 en el hígado graso sea la causa de la mala respuesta de este 
hígado al trasplante, ya que al estar expuesto a niveles muy altos de ROS debido a la falta de antioxidantes, 
que reduzcan los ROS generados durante el proceso de IR. 
Por tanto, los resultados obtenidos sugieren que el PCI puede estar mediado por un aumento en la 
capacidad antioxidante de la célula dependiente de la inducción de PGC-1, probablemente debido a la 
generación de pequeñas cantidades de ROS no patológicas que hacen que se produzca la inducción de PGC-
1. Esta idea apoya la hipótesis de que el PCI está muy ligado a la producción de ROS y de que son los ROS 
los encargados de inducir los mecanismos de protección en el hígado frente a la lesión por IR. (Rudiger et al, 
2003; Kim et al, 2010) Esta regulación es coherente con resultados previos que indicaban que PGC-1α se 
induce tanto por hipoxia como por ROS(St-Pierre et al, 2006; Arany et al, 2008) y permite proponer que la 
inducción de sistemas antioxidantes dependientes de ROS, de la hipoxia y de PGC-1 pueda ser 
determinante en la protección que se produce durante el PCI. Falta sin embargo, por elucidar cual sería la ruta 
realmente implicada en la inducción de PGC-1 durante el proceso de PCI. 
Para validar esta hipótesis y para comprobar si los bajos niveles de anitoxidantes asociados a la 
ausencia de PGC-1 podían explicar la respuesta de un hígado graso a la IR, decidimoscomparar  el grado de 
lesión y el tipo de daño hepático producido en un hígado graso por la IR ,con el producido en el hígado de 
ratones deficientes en PGC-1. Los resultados obtenidos sobre cortes de tejido hepático muestran que como 
ya se había descrito previamente, el PCI reduce la lesión producida por la IR en ratones con hígado normal, 
sin embargo en los ratones con hígado graso, el PCI agrava la lesión apareciendo un mayor número de 
hemorragias, focos inflamatorios, núcleos apoptoticos y grandes zonas de alteraciones estructurales, que 
pueden estr relacionados con el desarrollo de procesos fibróticos. El resultado más sorprendente del trabajo 
es el que muestra que los ratones PGC-1-/- se comportan como los ratones con hígado graso, frente a la 
lesión por IR  a pesar de no mostrar acumulación de grasa en el hígado. Los ratones PGC-1-/- no responden 
al y la extensión y gravedad de las lesiones es muy similar a la observada en los hígados grasos de ratones 




hígado graso es la responsable de la mala respuesta del hígado graso frente a la lesión por IR, debido a que se 
reduce la capacidad antioxidante celular y el sistema no es capaz de reducir los ROS generados durante la 
reperfusión.Sin embargo, serían necesarios experimentos de ganancia de función sobre los hígados grasos 
para corroborar esta hipótesis. Para ello, se podría sobreexpresar PGC-1 en el hígado graso, inyectando 
adenovirus recombinantes en la arteria de la cola del ratón, con el fin de determinar si la sobreexpresión de 
PGC-1 podría mejorar el comportamiento del hígado graso frente a la IR y disminuir el tamaño de las 
lesiones. 
La valoración de la actividad de las enzimas transaminasas GPT y GOT se utiliza como un indicador 
del daño hepático. En general, en los resultados mostrados, las actividades obtenidas para los distintos grupos 
de ratones, correlaciona bien con la gravedad de las lesiones observadas en los cortes de tejido. La relación 
entre el tamaño de lesión y los valores determinados para GPT está altamente correlacionado, mientras que 
para la enzima GOT no es tan claro, probablemente debido a que la actividad de la enzima  GOT es menos 
específica de daño hepático  y puede estar alterada de partida debido a que los animales están alimentados con 
dieta grasa pudiendo afectar a la actividad de la enzima. 
La contribución relativa de los procesos apoptóticos y necróticos a la lesión hepatica tras la IR es 
muy variable dependiendo del modelo de estudio (Malhi et al, 2006; Schulze-Bergkamen et al, 2006; Smith & 
Mooney, 2007; Wang et al, 2009).En nuestro estudio hemos valorado como la ausencia de PGC-1 y la 
esteatosis hepática impacta en el número de hepatocitos que sufre apoptósis. Inicialmente, comprobamos 
que, como ya se había descrito previamente, en el hígado graso de manera basal tiene lugar un número 
importante de procesos apoptóticos. Además, observamos que los procesos de IR y PCI los distintos grupos 
de ratones aumentan o disminuyen el número de núcleos apoptóticos de manera que está en consonancia con 
la gravedad de las lesiones observadas y con los resultados obtenidos previamente por lo que se puede 
concluir  que la apoptosis juega un papel relevante al menos en nuestro modelo de estudio. 
 La aparición de núcleos apoptóticos en el hígado graso ya en situación basal esta ampliamente 
descrita (Ferreira et al, 2011; Suzuki et al, 2011) y puede relacionarse con la lipotoxicidad mitocondrial, que 
consiste en una disfunción mitocondrial asociada de forma directa al metabolismo lipídico aberrante debida a 
la acumulación patológica de ácidos grasos libres en el citosol del hepatocito. El hecho de que los ratones 
PGC-1α-/- no presenten este tipo de lesiones basales, podríaa por tanto explicarse por la ausencia de 
acumulación lipídica en el hígado de estos ratones, sugiriendo que la apoptosis observada en condiciones 
basales en el hígado graso no es el resultado de bajos niveles de actividad de PGC-1α si no de la acumulación 
patológica de ácidos grasos libres en el hepatocito. 
Se han realizado varios estudios encaminados a intentar mejorar la respuesta del hígado graso al 
transplante con diferentes protocolos de PCI (Serafin et al, 2002; Rolo et al, 2009; von Heesen et al, 2011). 
Tanto nuestro estudio, como el de otros autores indican por el contrario que el PCI en hígado graso, en lugar 




mecanismos de protección. En esta línea, terapias alternativas, como sería la propia activación de PGC-1 en 
el hígado del donante podría probablemente ser más efectiva en la reversión del fenotipo.  
Los hígados grasos y los hígados de los ratones PGC-1α-/- que se analizaron  una semana después de 
realizar el protocolo de IR y de PCI muestran cambios dramáticos en la estructura hepática, que incluyen la 
desaparición de la característica estructura vacuolizada del hígado graso. Los cambios observados son 
similares a los de otros estudias realizados con hígados graso (Serviddio et al, 2008) y coherentes con el 
desencadenamiento de procesos fibróticos, que puede ser indicativo de un proceso patogénico, pero no 
hemos demostrado formalmente que esto sea así. 
En relación con este hecho, cabe reseñar que los pacientes con hígado graso tienen altas tasas de 
desarrollo de esteatohepatítis que puede evolucionar a cirrosis. Sería interesante evaluar si los ratones PGC-
1-/- tienen mayor tendencia que los ratones normales a desarrollar esteatohepatítis y cirrosis, dado que 
estudios recientes apoyan la hipótesis de que la situación de estrés oxidativo, que sufren estos hígados es un 
desencadenante esencial en la evolución patológica hacia la cirrosis que tiene los pacientes con hígado graso 
(Serviddio et al, 2008). 
Podemos por tanto, concluir que, los resultados presentados muestran que  la acción reguladora de 
PGC-1 sobre un grupo de genes implicados en procesos de detoxificación de ROS parece fundamental para 
proteger al hígado del daño por IR, sugiriendo que PGC-1 es un mediador clave del PCI (Fig. 39). Es 
además, posible especular con la idea de que PGC-1 tenga otros efectos protectores no directamente 
relacionados con los ROS y que faciliten la superviencia del hepatocito, cabe destacar en este sentido la 
inducción de VEGF que es necesaria para la revascularización del tejido, debido a que la propia IR daña de 
forma importante la microvasculatura en dicho proceso y la inducción de VEGF sería necesaria para la 
formación de nuevos vasos tras la lesión (Amini et al, 2011; Crivellato, 2011),.  
A la vista de los resultados obtenidos este trabajo permite proponer a PGC-1 como diana 
terapeútica cuya activación podría mejorar la respuesta del hígado graso al trasplante hepático. La 
sobreexpresión de PGC-1α en el hígado cabe esperar que promueva la activación de los sistema de 












Figura. 39. Modelo de la implicación de PGC-1α en la protección frente a la lesión por IR. En 
presencia de PGC-1α, durante en PCI se produce la activación del sistema de detoxificación de ROS, debido 
a que las pequeñas cantidades de ROS generadas durante el PCI hacen que se active PGC-1α promoviendo la 
activación del sistema de detoxificación mitocondrial, que protege al tejido frente a la lesión posterior. Sin 
embargo, en ausencia o disminución de la expresión de PGC-1α, el sistema de protección frente a estrés 
oxidativo mitocondrial no se induce debido a la ausencia de PGC-1α, generando más daño en el tejido y 
promoviendo la activación de rutas apoptóticas o necróticas en la célula. 
 
Con el fin de esclarecer los mecanismos implicados en la regulación de la expresión de PGC-1 en 
respuesta a la hipoxia/reoxigenación, se aislaron hepatocitos primarios en los que se comenzó por valorar los 
cambios de expresión de PGC-1 en respuesta a cambios en la tensión de O2. En este sentido nos 
encontramos con un resultado sorprendente, dado que esta descrito que PGC-1 se induce por hipoxia 1α 
(Storey, 2003; Arany et al, 2008; Gutsaeva et al, 2008; Zhu et al, 2010) Se observó que aunque es cierto que 
cuando los hepatocitos pasan de una tensión de 20% de O2 a una tensión del 1% de O2 se produce una 
incremento en los niveles de PGC-1, coherente con los resultados publicados, sin embargo, el cambio de un 
3% a un 1% de O2, que reproduce mucho mejor las tensiones de O2 a las que se expone el hepatocito in vivo, 
no supone un aumento, sino que por el contrario supone una reducción en los niveles de PGC-1, tanto en 
condiciones de medio rico en en factores de crecimiento como en ausencia de ellos. Por tanto se podría 
especular con la idea de que  la discrepancia de los resultadoscon lo publicado a esta hora, podría deberse a 




previamente, no se ha observado el incremento de los niveles de PGC-1 en el cambio de un 3% a un 1% de 
O2 en experimentos realizados a distintos tiempos. 
El cambio del 1% al 3% de O2 si que reproduce una subida en los niveles de PGC-1, detectable a 
nivel de ARNm y de proteína. Este resultado sugiere que es más probable que la inducción de PGC-1 se 
produzca durante la fase de reperfusión in vivo que durante la fase de hipoxia, además el empleo de 
antioxidantes durante la fase de reoxigenación evita la recuperación de los niveles de PGC-1, sugiriendo que 
el aumento de ROS generados durante la fase de reperfusión serían necesarios para inducir su expresión, 
aunque para validar esta idea serían necesarios nuevos experimentos in vivo. 
La hipoxia favorece el aumento del Ca2+ citosolico. La activación por Ca2+ de la Cn es fundamental 
tanto en la activación los procesos apoptóticos como de los inflamatorios inducidos por la propia IR en el 
hígado y por el rechazo inmunitario del órgano transplantado (Yang et al, 2006; Vila-Petroff et al, 2007; Salas 
et al, 2010). Por ello la ciclosporina (CsA), un inhibidor farmacológico de la Cn se utiliza como tratamiento de 
base en pacientes transplantados (Fung et al, 2005) Por ello y teniendo en cuenta que se ha descrito que el 
Ca2+ regula positivamente la expresión de PGC-1 por mecanismos dependientes e independientes de Cn, 
decidimos analizar la contribución de esta regulación a la respuesta de PGC-1 a los cambios de tensión de 
oxígeno in vitro. Los resultados obtenidos indican que al menos in vitro, la CsA previene la disminución en los 
niveles de PGC-1 durante la hipoxia, lo que sugiere que en este modelo, la Cn inhibe la expresión de PGC-
1. El mecanismo por el cual ocurre esta supresión no está aún esclarecido, pero podría deberse a la 
represión del promotor de PGC-1 por NFAT, un factor de transcripción activado po  la Cn, dado que 
ensayos de expresión transitoria llevados a cabo en el laboratorio de la Dra. Eva Cano muestran que una 
forma constitutivamente activa de NFAT suprime la expresión de un fragmento de 2 Kpb del  promotor de 
PGC-1. 
La hipótesis de que los cambios observados en diversos sistemas antioxidantes en respuesta a 
cambios en tensión de O2 están mediados por la regulación de PGC-1 se han validado en los estudios in 
vitro, en los cuales se observa que en los hepatocitos PGC-1-/- tras una fase de hipoxia, no son capaces tras la 
reoxigenación, de recuperar la expresión de los sistemas antioxidantes y la disminución de la expresión de 
estos sistemas durante la hipoxia es mayor que en los hepatocitos control. 
Estos resultados apoyan por tanto el papel de PGC-1 como regulador de los sistemas antioxidantes 
en respuesta a cambios en la tensión de O, indicando que es muy probable que la inducción de PGC-1 
observada in vivo en respuesta a la IR ocurra en respuesta a la fase de reperfusión y no a la de hipoxia, tal vez 
inducido por ROS y que la activación por hipoxia de la Cn tiene un papel inhibitorio sobre la expresión de 




Los resultados presentados en este trabajo proponen que PGC-1α regula la actividad trancripcional 
de TLS sobre los genes del sistema de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial en hepatocitos 
primarios de ratón. Al mismo tiempo, sugieren que la protección observada durante el precondicionamiento 
isquémico se produce al menos en parte, debido a la regulación que ejerce PGC-1α sobre los genes del 
sistema de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial, controlando la acumulación de ROS generados 
durante la lesión. Por último, apuntan que, la regulación en el proceso de isquemia-reoxigenación podría 



























































1.  TLS interacciona directamente con PGC-1 y actúa como un cofactor transcripcional de PGC-1. 
2. TLS regula la expresión de los genes de protección frente a estrés oxidativo mitocondrial. 
3. TLS coopera con PGC-1 en la inducción de la expresión de los genes antioxidantes. 
4. TLS y PGC-1 se requieren mutuamente para inducir la expresión de los genes antioxidantes. 
5. La actividad transcripcional de TLS es muy dependiente del coactivador transcripcional PGC-1. 
Esta dependencia es particularmente notable en el caso de lo genes regulados positivamente por TLS. 
6. En el hígado, la actividad de PGC-1sobre la inducción de los sistemas antioxidantes media en el 
precondicionamiento isquémico. 
7.  La expresión y actividad de PGC-1 se regula positivamente en respuesta a la isquemia-reperfusión 
en ratones con el hígado normal pero no en ratones con el hígado graso. La inducción de los sistemas 
antioxidantes que se produce normalmente en respuesta a la isquemia-reperfusión, no ocurre ni en 
los hígados deficientes en PGC-1, ni en los hígados grasos, en los que la actividad de PGC-1 está 
reducida. 
8. El daño hepático en respuesta a la isquemia-reperfusión es mayor en los hígados deficientes en PGC-
1 y en los hígados grasos, en los que la actividad de PGC-1 está reducida, que en los hígados 
normales. 
9. Los hígados de los ratones en los que PGC-1 no está presente y los hígados grasos, en los que la 
actividad de PGC-1 está reducida, no responden al precondicionamiento isquémico. 
10. La activación por Ca2+ de la Calcineurina, que ocurre en respuesta a la hipoxia en los hepatocitos 
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PGC-1a Regulates Translocated in Liposarcoma Activity:
Role in Oxidative Stress Gene Expression
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Abstract
Translocated in liposarcoma (TLS) is a poorly characterized multifunctional protein involved in the genotoxic
response. TLS regulates gene expression at several steps, including splicing and mRNA transport, possibly con-
necting transcriptional and posttranscriptional events. Aims: In this study we aimed to idenfity molecular targets
and regulatory partners of TLS. Results and Innovation: Here we report that TLS transcriptionally regulates the
expression of oxidative stress protection genes. This regulation requires interaction with the transcriptional
coactivator peroxisome proliferator activated receptor c-coactivator 1a (PGC-1a), a master regulator of mito-
chondrial function that coordinately induces the expression of genes involved in detoxification of mitochondrial
reactive oxygen species (ROS). Microarray gene expression analysis showed that TLS transcriptional activity is
impaired in the absence of PGC-1a, and is thus largely dependent on PGC-1a. Conclusion: These results suggest
the existence of a regulatory circuit linking the control of ROS detoxification to the coordinated cross-talk between
oxidative metabolism and the cellular response to genomic DNA damage. Antioxid. Redox Signal. 15, 325–337.
Introduction
Until recently, the cellular responses to genomic DNAdamage and to oxidative stress resulting from excessive
mitochondrial reactive oxygen species (ROS) production have
been considered as fundamentally separate. However, recent
reports on key transcriptional sensors such as p53 indicate
that some common regulatory networks may connect DNA
damage to mitochondria and oxidative stress responses (55).
How these two fundamental pathways for cell survival are
connected is still poorly understood.
Translocated in liposarcoma (TLS; also called fused in
sarcoma [FUS]) is a gene expression regulator recently shown
to be involved in the cellular response to DNA damage. TLS
was originally discovered as part of a fusion protein with the
transcription factor C/EBP homologous protein, deriving
from a characteristic chromosomal translocation in human
liposarcomas. TLS is part of the TET family of RNA-binding
proteins, which also includes Ewing’s sarcoma and TAF15/
TAFII68. TET proteins appear to function in at least three gene
expression processes—transcription, splicing, and mRNA
transport—and might also play a role in DNA repair. The
amino terminus of all TET family members is rich in gluta-
mine, serine, and glycine residues and can function as a
transcriptional activation domain (7, 59). The most conserved
region in TET proteins is an RNPtype RNA-binding domain
(RBD) that directs sequence-specific RNA binding. The TET
proteins carboxy-terminus contain RGG repeats that might
increase RNA affinity that are thought to contribute to RNA
binding and might also be the site of post-translational
modifications that regulate RNA binding or protein–protein
Innovation
Although excessive ROS production results in DNA da-
mage, the mechanisms that link ROS homeostasis to the
genotoxic response are largely unknown. To investigate
possible links between ROS detoxification mechanisms and
DNA damage sensing, we conducted a yeast two-hybrid
screen to identify PGC-1a-interacting partners. TLS was
identified as a PGC-1a cofactor. Further experiments
showed that TLS is a direct transcriptional regulator of
several oxidative stress protection genes, and that this reg-
ulationdepends onTLS interactionwith PGC-1a. Moreover,
whole-genome gene expression microarray analysis
showed that TLS transcriptional activity is markedly re-
duced in PGC-1a-/- cells. These results support the notion
that TLS links responses to DNA damage and oxidative
stress to the metabolic control provided by PGC-1a.
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interactions (11), and a Cys2-Cys2 zinc finger (52) that folds
with the RBD into protease-resistant structures, and is likely
to participate in RNA binding (24). TET proteins can bind not
only RNA but also single-stranded and possibly double-
stranded DNA. TLS promotes D-loop formation, a process
whereby a single strand of DNA invades and pairs with one of
the strands of a double-stranded region of DNA, a process
necessary for DNA repair and recombination (5, 8).
Several reports link TLS activity to the cellular response to
DNA damage. TLS knockout mice have unstable genomes as
a result of chromosomal pairing defects and enhanced sensi-
tivity to radiation (21, 27). Conversely, cells lacking TLS do
not undergo appropriate DNA repair, resulting in genomic
instability. Two kinases activated by damaged DNA, c-ABL
and ataxia telangiectasia mutated (ATM), target TLS (17, 39).
TLS also interacts with the stress response transcription factor
YB-1 (28). A recent report provided a mechanism for TLS
activity, but also functionally connected DNA damage sens-
ing, RNA binding, and transcriptional regulation of the first
fully characterized TLS transcriptional target, cyclin D1. The
authors showed that activation of TLS in response to DNA
damage can cause TLS to bind noncoding RNA transcripts
that originate upstream of the cyclin D1 promoter. This
binding facilitates the recruitment of TLS to the cyclin D1
promoter, resulting in transcriptional inactivation and sub-
sequent cell cycle arrest (56).
A major cause of DNA damage is oxidative stress resulting
from inefficient detoxification of mitochondrial ROS, suggest-
ing the possibility of regulatory cross-talk between the oxidative
stress response and the sensing of DNA damage. The tran-
scriptional coactivator peroxisome proliferator activated re-
ceptor c-coactivator 1a (PGC-1a) is a master regulator of
oxidative metabolism and mitochondrial function (20) that
regulates expression of a set of genes involved in detoxification
of mitochondrial ROS (54). The physiological role of PGC-1a is
particularly well characterized in liver, where the induction of
PGC-1a expression is a critical regulatory event leading to the
activation of energy metabolic pathways that serve to increase
ATP production and exert homeostatic control, especially in the
context of fasting (30, 43, 48, 50).
Results
TLS interacts with and coactivates PGC-1a
We aimed to identify proteins that modulate the activity of
PGC-1a on oxidative stress protection genes. To identify
candidate PGC-1a cofactors we used the C-terminal domain
(CTD; aa 580–797) as bait in a yeast two-hybrid screen of a
human cDNA library. The PGC-1a CTD mediates the inter-
action of PGC-1a with FoxO3a, its DNA-binding partner in
the regulation of oxidative stress genes (37). Of 32 positive
clones, three were identified as TLS. TLS is an ubiquitiously
expressed multifunctional protein proposed to have tran-
scriptional cofactor activity (19, 41, 53, 56) and to orchestrate
the cell response to DNA damage (27). The potential of TLS as
a transcriptional cofactor and its link to DNA damage
prompted our further studies.
To confirm direct interaction of TLS with PGC-1a and to
map the domains of PGC-1a involved, we generated a glu-
tathione-S-transferase (GST)-TLS fusion protein and tested its
ability to pull down [35S]-radiolabeled PGC-1a or its CTD
mutant versions DRRM (D677–710), DSR (D564–634), DSR/
DRRM (D564–710), and DCTD (1–564) (34). TLS pulled down
PGC-1a, and this interaction was preserved in the DRRM,
DSR, and DSR/DRRM mutants, indicating that TLS directly
binds PGC-1a in vitro and that this interaction does not require
the RBD or the serine-arginine rich region. TLS did not pull
down the PGC-1a-DCTD mutant, confirming the yeast two
hybrid screen and showing that there are no additional TLS
binding sites outside the PGC-1a-CTD domain (Supplemen-
tary Fig. S1; Supplementary Data available online at www
.liebertonline.com/ars).
To identify the TLS domain that interacts with PGC-1a-
CTD,we performed the reverse pull down assay, using aGST-
PGC-1a-CTD fusion protein (37), to bind in vitro generated
[35S]-radiolabeled TLS proteins. We generated two comple-
mentary TLS fragments, one corresponding to the N-terminal
domain (NTD) (1–275 aa) and another corresponding to the
CTD (residues 269–525) (11). Although PGC-1a-CTD pulled
down TLS-CTD, we detected no binding of PGC-1a-CTD to
TLS-NTD (Fig. 1A). To map the binding site within TLS-CTD,
we generated a series of TLS C-terminal deletions. Each de-
leletion removed an additional TLS subdomain. Deletion of
the C-terminal-most 52 amino acids of TLS (corresponding to
the third RGG domain [RGG3]) completely abolished binding
(Fig. 1B). RGG domains are rich in Arg-Gly-Gly triplets and
are proposed to regulate the specificity of adjacent RBDs
(RNA recognition motif [RRM]) (11, 29), but have also been
shown to engage in protein–protein interactions (10, 13). We
therefore conclude that TLS interacts with PGC-1a directly
through its C-terminal RGG domain.
To determine whether TLS and PGC-1a form a stable
complex in cells, we transiently cotransfected 293T cells with
Flag-tagged TLS together with HA-tagged full-length PGC-1a
or its CTD variants. TLS was detected in PGC-1a immuno-
precipitates in cells expressing full-length PGC-1a and all
mutant variants except PGC-1-DCTD (Fig. 1C). That this in-
teraction occurs normally in cells and was not a consequence
of forced TLS/PGC-1a expression was confirmed in primary
hepatocytes. TLS was detected in PGC-1a coimmunoprecipi-
tated material (Fig. 1D). These findings confirm the in vitro
interaction assays and support the idea that PGC-1a and TLS
interact in living cells, and that the interaction requires the C-
terminal 87 PGC-1a residues but not the RRM and SR (protein
domain rich in Ser and Arg) motifs.
We next tested whether TLS binding modulates PGC-1a
transcriptional activity. TLS - / - and TLS + / + mouse em-
bryonic fibroblasts (MEFs) were cotransfected with pGal4-
DBD-PGC-1a (which encodes PGC-1a fused to the Gal4
DNA binding domain) and the luciferase reporter plasmid
5xUAS-Luc (which contains 5 copies of the Gal4 binding site
[5xUAS] in its promoter). PGC-1a transcriptional activity
was lower in TLS - / - cells (Fig. 1E). This decreased activity
was rescued by cotransfection with full-length TLS (but not
the TLS-D1 mutant), supporting the idea that TLS is a direct
transcriptional coactivator of PGC-1a (Fig. 1E). Similar re-
sults were obtained in the rat hepatoma cell line FAO, sug-
gesting that this is not a cell-type-specific phenomenon
(Supplementary Fig. S2).
TLS regulates oxidative stress protection genes
TLS has been shown to orchestrate the cellular response to
DNA damage, which can result from oxidative stress. To in-
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vestigate whether TLS plays a role in the regulation of oxi-
dative stress protection genes previously shown to be PGC-1a
targets, we infected FAO cells with a recombinant adenovirus
encoding TLS (Ad-T) or a control adenovirus (Ad). Analysis
of mRNA and protein expression showed that overexpression
of TLS induced the expression of all oxidative stress genes
tested: Mn superoxide dismutase (MnSOD), catalase, perox-
iredoxins 3 and 5 (Prx3 and Prx5), thioredoxin 2 (Trx2),
thioredoxin reductase 2 (TR2), and uncoupling protein 2
(UCP-2) (Fig. 2A, B). To test if these genes were direct targets
of TLS, we carried out chromatin immunoprecipitation (ChIP)
assays using primers directed to promoter regions previously
shown to recruit PGC-1a in human cells (54). These experi-
ments showed association of TLS with the promoter regions
ofMnSOD, Prx3, Prx5, catalase, andUCP-2 (Fig. 2C). Next, we
tested the impact of TLS on ROS accumulation. Ad-T- or
Ad-infected FAO cells were loaded with the ROS probe 5-
chloromethyl-2¢ 7¢-dichlorodihydrofluorescein diacetate ace-
tyl ester (CM-H2DCFDA). ROS levels were estimated from the
fluorescence signal of the CM-H2DCFDA oxidation product
CM-DCF. ROS were significantly lower in FAO cells over-
expressing TLS, suggesting a more active detoxification sys-
tem in these cells (Fig. 2D).
Metabolic oxidative stress agents such as H2O2 and high
glucose induce the mitochondrial apoptotic cascade (which
involves activation of caspase-3) in hepatocytes of different
origins, including FAO cells (22, 49). To investigate the im-
portance of TLS activity for cell survival, we monitored apo-
ptotic cell death in Ad-T- or Ad-infected FAO cells under
oxidative stress conditions. TLS overexpression reduced the
activity of caspase-3 in response to exposure to 150lM H2O2
(Fig. 2E). This result suggests that TLS protects FAO cells from
H2O2-induced apoptosis, probably by increasing the cellular
detoxification capacity.
We then investigated the influence of endogenous TLS on
the mitochondrial detoxification system. First, we compared
the expression of the panel of oxidative stress protection genes
in TLS +/+ and TLS -/- MEFs. TLS-deficient MEFs had lower
mRNA levels of all the genes tested (Fig. 3A).Western blotting
(WB) confirmed reduced protein expression. The exception
FIG. 1. Peroxisome pro-
liferator activated receptor
c-coactivator 1a (PGC-1a)
interacts with translocated in
liposarcoma (TLS). (A, B)
Glutathione-S-transferase (GST)
pull down mapping of the
interaction domains of PGC-
1a and TLS. GST fusion
proteins were immobilized
on glutathione beads and
incubated with 35S-labeled
protein fragments. After ex-
tensive washing, interacting
35S-labeled proteins were gel-
separated and detected by
autoradiography. (A) Inter-
action of GST-PGC-1a-CTD
with full-length TLS and TLS-
NTD and TLS-CTD frag-
ments. (B) Interaction of GST-
PGC-1a-CTD with TLS C-
terminal deletion fragments.
(C) TLS and PGC-1a interac-




PGC-1a or the indicated C-
terminal domain (CTD) vari-
ants. Anti-HA immunopre-
cipitation (IP) was used to
test interaction with TLS. (D)
Coimmunoprecipitation of
endogenous TLS with PGC-
1a-specific antibodies in pri-
mary hepatocytes. (E) Left panel: Mammalian two-hybrid assay of themodulation of PGC-1a activity by TLS. TLS+/+ and TLS-/-
mouse embryonic fibroblasts (MEFs) were cotransfected with the Gal4 luciferase reporter plasmid 5xUAS-Luc and the indicated
amounts ofGal4-DBD-PGC-1a (encoding PGC-1a fused to theDNAbindingdomain ofGal4 to provide aDNA tetheringdomain).
Luciferase activity was determined 24h post-transfection. Right panel: Rescue of PGC-1a transcriptional activity in TLS-/- MEFs
by cotransfection with a TLS, but not a TLS-D1, expression vector. The asterisks indicate that the luciferase signal is significantly
higher than that obtained for TLS alone. Data are means– SD. (*) p£ 0.05.
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was TrxR2, whose mRNA levels were only marginally re-
duced and whose protein expression was in fact increased
(Fig. 3B). Reduced expression of oxidative stress protection
genes was reflected in higher basal levels of ROS in TLS -/-
MEFs (Fig. 3C). Similar results were obtained in primary he-
patocytes expressing TLS-specific small interference RNA
(siRNA). WB confirmed reduced protein expression for all
proteins tested (including TrxR2) (Fig. 3). Together, these
results indicate that TLS is an important regulator of ROS
detoxification and is necessary for the maintenance of the
basal expression of oxidative stress protection genes.
TLS cooperates with PGC-1a in the regulation
of oxidative stress protection genes
The results presented in Figures 1 and 2 show that TLS is a
cofactor of PGC-1a transcriptional activity and that TLS and
PGC-1a regulate a common group of oxidative stress protec-
tion genes. Most strikingly, the ChIP analysis (Fig. 2C) (54)
revealed that these factors associate with the same or over-
lapping promoter regions. We therefore investigated the po-
tential cooperation between TLS and PGC-1a in the regulation
of oxidative stress protection genes.
FAO cells were infected with Ad-T alone or together with
Ad-P, which encodes PGC-1a. The multiplicity of infection
(moi) was reduced to a quarter of that in the previous assays
to facilitate detection of cooperative effects. Simultaneous
expression of both TLS and PGC-1a resulted in cooperative
induction of mRNA and protein expression of all the oxida-
tive stress genes studied both at normal glucose (5mM) and at
high glucose (25mM) to increase mitochondrial ROS pro-
duction (Fig. 4A, B). For MnSOD, catalase, Prx5, and TR2,
high glucose induced a higher level of cooperativity, but did
not fundamentally alter the induction of Trx2 and UCP-2 and
FIG. 2. TLS regulates oxidative stress protection gene expression. (A) Quantitative PCR of retro transcribed cDNA (qRT-
PCR) analysis of the expression of genes involved in oxidative stress protection in FAO cells infected with Ad-TLS (Ad-T).
Expression is shown as the fold induction above the level in cells infected with control adenovirus (Ad). 18S RNA was used as
a loading control. Control samples were assigned the value of 1. (B)Western blot (WB) analysis of oxidative stress protection
proteins in FAO cells infected with Ad-T or Ad. (C) Chromatin immunoprecipitation (ChIP) analysis of TLS binding to the
promoter regions of oxidative stress protection genes in FAO cells infected with Ad-T. b-actin was used as a negative control.
Control samples were assigned the value of 1. (D) Flow cytometry analysis of intracellular reactive oxygen species (ROS)
levels. Ad-T or Ad-infected FAO cells were loaded with CM-H2DCFDA, and ROS levels estimated from the fluorescence
signal of the CM-H2DCFDA oxidation product CM-DCF. ROS levels in control samples were assigned the value of 100%. (E)
Determination of caspase-3 activity in whole-cell extracts of FAO cells infected with AdT or Ad and treated for the indicated
times with 150lM H2O2. The signal for control cells was assigned the value of 100%. The caspase inhibitor Z-VAD was used
as a positive control. Data are means – SD. *p£ 0.05.
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reduced the induction of Prx3 mRNA. The cooperative effect
of coexpressing TLS and PGC-1a was also seen in a greater
reduction of ROS production than in cells expressing either
protein alone (Fig. 4C). These results support the hypothesis
that TLS and PGC-1a regulate cooperatively the cellular ROS
protection systems.
TLS and PGC-1a are mutually required for the regulation
of oxidative stress gene expression
We next tested whether TLS is necessary for the regulation
of oxidative stress genes by PGC-1a.We infected immortalized
TLS+/+ and TLS -/- MEFs with Ad-P or control Ad and
monitored the induction of oxidative stress gene mRNA and
protein expression. In TLS+/+ MEFs, PGC-1a overexpression
induced slight but statistically significant increases in the
mRNA expression of all the target genes studied (Fig. 5A, left
panel). This was accompanied by marked increases in the
protein expression of catalase and Trx2 andmilder increases in
UCP-2, MnSOD, and Prx3 (Fig. 5B, left panel). Prx5 and TR2
expression was not altered (results not shown). In TLS-/-
MEFs, PGC-1a capacity to induce ROS protection genes was
drastically reduced. At the mRNA level, only MnSOD induc-
tion could be detected. The results were confirmed by WB
(Fig. 5A, B, left panels). PGC-1a overexpression was simi-
larly unable to reduce ROS levels in TLS-/- MEFs (Fig. 5C),
further confirming that PGC-1a cannot compensate for TLS
deficiency.
To determine whether TLS-mediated induction of oxida-
tive protection genes was reciprocally dependent on PGC-1a,
we tested the effect of TLS silencing in primary hepatocytes
isolated from PGC-1a +/+ and PGC-1a -/ - mice. PGC-1a -/ -
cells have lower expression of several oxidative stress pro-
tection genes and increased ROS levels (37, 51). Adenovirally
expressed TLS-specific shRNA (shTLS) reduced mRNA and
protein expression of oxidative protection genes in PGC-1a+/+
hepatocytes. This ability was either severely reduced or com-
pletely abolished in PGC-1a-/- hepatocytes for all genes
studied (Fig. 5A, B, right panels). Analysis of ROS levels
showed that although TLS knockdown increased ROS in PGC-
1a+/+ hepatocytes, it had only amarginal effect in PGC-1a-/-
hepatocytes (Fig. 5D), further supporting the notion that TLS
activity is dependent on PGC-1a. ChIP analysis showed that
the association of TLS with the promoter regions of Prx3 and
Prx5 was drastically reduced in PGC-1a-/- hepatocytes. This
result suggests that association of TLS to these promoters is
mediated by the interaction of TLS with PGC-1a (Fig. 5E).
TLS transcriptional activity is dependent on PGC-1a
Apart from the oxidative stress response genes analyzed
here, the only validated transcriptional target of TLS is cyclin
FIG. 3. TLS regulates oxi-
dative stress protection gene
expression. (A) qRT-PCR
analysis of the mRNA ex-
pression of oxidative stress
protection genes in TLS +/ +
and TLS -/ - MEFs (left panel)
or in primary hepatocytes in-
fected with Ad-TLS-specific
shRNA (shTLS) (encoding
TLS sh-RNA) or the corre-
sponding control (right panel).
18S RNA was used as loading
control. (B) WB analysis of
oxidative stress protection
proteins in TLS +/ + and
TLS -/ - MEFs (left panel) or in
primary hepatocytes infected
with Ad-shTLS or the corre-
sponding control (right panel).
b-actin was used as loading
control. (C) Intracellular ROS
levels in TLS +/ + and TLS -/ -
MEFs (left panel) or in primary
hepatocytes infected with Ad-
shTLS or the corresponding
control (right panel). Levels in
TLS +/ + and Ad-shControl
cells were assigned the value
of 100%. Data are means – SD.
*p £ 0.05.
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D1 (56) whose expression is downregulated by TLS. To test
whether the dependence of TLS activity on PGC-1a is
restricted to oxidative stress genes or is a more general effect,
we carried out whole-genome expression analysis on primary
PGC-1a +/+ and PGC-1a -/ - hepatocytes infected with shTLS
or control Ad. The screen identified 2578 genes differentially
expressed in shTLS PGC-1a +/ + hepatocytes but only 1157 in
the PGC-1a-/- hepatocytes, 955 of which are common to
both sets. Out of the 1050 genes downregulated by shTLS in
PGC-1a +/+ hepatocytes, only 253 were also downregulated
in PGC-1a -/ - hepatocytes (24%), whereas of the 1518 genes
upreguladed by shTLS in PGC-1a +/ + hepatocytes, 816 (46%)
were also upreguladed in shTLS in PGC-1a-/ - hepatocytes
(Fig. 6A). Additionally, while of all the genes differen-
tially expressed only in PGC-1a +/ + hepatocytes, about half of
them (49%, 807/1623) were downregulated following TLS
knockdown and the other half upregulated; the percentage of
genes downregulated in both PGC-1a +/+ and PGC-1a -/-
hepatocyes is significantly smaller (26%, 253/955) ( p< 0.001
w2-test).
These data suggest that TLS activity is significantly re-
duced in the PGC-1a -/- hepatocytes and also that the de-
pendency of TLS on PGC-1a is more important for genes that
are positively regulated by TLS. However, TLS seems to have
some PGC-1a-independent transcriptional activities and TLS
regulation of a small group of genes actually seems to require
PGC-1a inactivation (Fig. 6A).
Supporting this conclusion, scatter plot analysis showed
that, on average, if we consider the genes regulated by shTLS
only in PGC-1a +/+ hepatocytes (1623), the fold change in
expression induced by shTLS in PGC-1a +/ + hepatocytes is
two times bigger than in PGC-1a-/- hepatocytes (R2 = 0.86
and Fig. 6B, blue dots). Similarly, if we consider the genes
regulated by shTLS only in PGC-1a -/- hepatocytes (201), for
those genes the fold change in expression induced by shTLS
in PGC-1a -/ - hepatocytes is two times bigger than in PGC-
1a+/+ hepatocytes, although the dispersion is larger (R2 = 0.78
and Fig. 6B, violet dots). Finally, genes that were differentially
regulated by shTLS in both PGC-1a +/ + and PGC-1a-/- he-
patocytes (955) had on average the same change in expression
FIG. 4. TLS and PGC-1a cooperatively induce detoxifi-
cation genes in FAO cells. (A, B) qRT-PCR and WB analysis
of the expression of oxidative stress protection genes in FAO
cells infected with Ad-PGC-1a (Ad-P), Ad-TLS (Ad-T), or
both (Ad-P +T). mRNA expression is shown as the fold in-
duction above the level in cells infected with control Ad.
Control samples were assigned the value of 1. Cells were
cultured in 5mM glucose (A) and 25mM glucose (B). (C)
Intracellular ROS levels in cells infected as in (A, B) and
loaded with CM-H2DCFDA. ROS levels in control samples
were assigned the value of 100%. Data are means – SD.
*p £ 0.05.
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in response to TLS knock down in PGC-1a +/+ and PGC-
1a -/- hepatocytes (R2= 0.96 and Fig. 6B, black dots).
To identify relevant functions regulated by TLS and their
dependency on PGC-1a, we carried out gene functional anal-
ysis of TLS-regulated genes using the Ingenuity software. The
analysis showed that TLS regulates the same functional groups
in PGC-1a+/+ and PGC-1a-/- hepatocytes, further supporting
the idea that TLS has essentially the same but reduced activ-
ities in the absence of PGC-1a. The analysis showed that TLS
(like PGC-1a) regulates an important number of genes in-
volved in the control of cellular metabolism. This result sup-
ports the notion of a strong functional association of TLS and
FIG. 5. PGC-1a and TLS are mutually dependent in the regulation of oxidative stress protection genes. (A, B) qRT-PCR
and WB analysis of the induction of oxidative stress protection genes in TLS +/ + and TLS -/- MEFs that were infected with
PGC-1a (Ad-P) (left panel) or primary hepatocytes from PGC-1a +/ + and PGC-1a -/ - mice infected with Ad-shTLS or the
corresponding control. mRNA expression is shown as the fold induction above the level in cells infected with control Ad (left
panel) or the relative % (right panel). Control samples were assigned the value of 1 or 100%. (C, D) Intracellular ROS levels in
cells infected as in (A, B) and loaded with CM-H2DCFDA. ROS levels in control samples were assigned the value of 100%. (E)
ChIP analysis of TLS binding to the promoter regions of peroxiredoxins 5 and 3 (Prx5 and Prx3) in PGC-1a +/+ and PGC-
1a -/- hepatocytes. The CDS of b-actin was used as a negative enrichment control. Data are means – SD. *p < 0.05.
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FIG. 6. Genome-wide analysis of TLS gene expression activity and its dependence on PGC-1a. Whole-genome expres-
sion arrays were used to evaluate the gene expression changes induced in PGC-1a +/ + and PGC-1a -/ - hepatocytes by
infection with Ad-shTLS or control Ad. (A) The diagrams illustrates the total number of genes differentially down- or
upregulated by shTLS in PGC-1a +/ + hepatocytes, PGC-1a-/- hepatocytes, or in both. (B) Scatter plot of genes differentially
expressed by shTLS: genes shown in blue are genes whose X-fold up- or downregulation in PGC-1a+/+ hepatocytes is
reduced in PGC-1a -/ - hepatocytes; genes shown in black are similarly regulated in PGC-1a +/ + and PGC-1a -/ - hepato-
cytes, and violet indicates genes more strongly regulated in PGC-1a-/- hepatocytes. (C) Ingenuity functional distribution
of genes differentially regulated in response to shTLS in PGC-1a +/ + and PGC-1a -/ - hepatocytes. (D) List of the 20 top genes
down- and upregulated by shTLS in PGC-1a +/+ hepatocytes. The fold change in PGC-1a +/ + and PGC-1a -/ - hepatocytes,
and the corrected p-values are indicated. Genes that showed over a two-fold difference in the response to TLS small hairpin
RNA (shRNA) in PGC-1a +/ +/PGC-1a -/ - hepatocytes are shown in green.
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PGC-1a regulatory networks. The other major function asso-
ciated with TLS knockdown is cancer and cell cycle control, in
line with the previous identification of TLS as a proto-onco-
gene and a promoter of cell cycle arrest in response to DNA
damage (Fig. 6C). Figure 6D lists the top 20 genes down- and
upregulated in response to TLS knockdown and their fold
change in PGC-1a +/ + and PGC-1a -/- hepatocytes.
Since the absence of PGC-1a decreased TLS activity with-
out any overt effect on TLS expression, we examined whether
PGC-1a influences TLS cellular distribution. Due to its in-
volvement in mRNA transport, TLS normally shuttles be-
tween the nucleus and the cytosol (16). Immunofluorescence
analysis in PGC-1a +/+ hepatocytes confirmed localization of
TLS in both the cytosol and the nuclei. The nuclear/cytosol
ratio was quite variable between cells within each hepatocyte
preparation. Within nuclei, as already described (3, 33), TLS
was concentrated in nuclear foci. Nuclear foci might be sites of
active transcription or mRNA processing and are a classical
feature of factors involved in splicing (58). In PGC-1a-/-
hepatocytes, TLS showed a distribution similar to that found
in PGC-1a +/ + hepatocytes cells (Fig. 7). Suggesting that im-
paired TLS activity in PGC-1a -/- hepatocytes cannot be at-
tributed to overt changes in TLS subcellular localization.
Discussion
TLS is a transcriptional coactivator
TLS is best known as a proto-oncogene, but its normal
cellular function is still very poorly characterized. Accumu-
lated data indicate that wild-type TLS plays an important role
as a genotoxic sensor in the control of cell-cycle arrest. Un-
derstanding the mechanisms of TLS transcriptional activity is
made complicated by the protein’s multifunctional nature.
TLS has been shown to modulate transcriptional initiation,
RNA processing, and RNA localization. Moreover, the tran-
scriptional activity of TLS has recently been shown to be
modulated by scRNAs bound to its RRM (56). Our results
show that TLS is a functional partner of thewell-characterized
transcriptional cofactor PGC-1a, which is involved in meta-
bolic control, and that TLS transcriptional activity is heavily
dependent on PGC-1a. TLS interacts directly with PGC-1a
and increases PGC-1a transcriptional activity. These two
factors cooperate in the regulation of the expression of oxi-
dative stress protection genes, with each dependent on the
other for this regulation.
TLS is a genotoxic sensor that regulates the expression
of oxidative stress protection genes
Increased mitochondrial activity results in increased
production of ROS that can be harmful to cells. Therefore,
induction of antioxidant systems in situations where b-
oxidation is activated is crucial. We previously showed that
PGC-1a coordinates the upregulation of mitochondrial func-
tion with increased levels of ROS detoxification enzymes (54),
thereby preventing oxidative stress when b-oxidation is acti-
vated. PGC-1amRNAexpression is in fact induced byROS via
CREB (51). Genotoxic DNA damage is associated with oxi-
dative stress, and is its most deleterious effect. The finding
that the DNA damage sensor TLS cooperates with PGC-1a in
the induction of ROS protection genes suggests that PGC-1a
might work as a sensor of oxidative stress-related damage,
and provides a novel link between the genotoxic response and
metabolic control.
Hepatocytes as a model system
of oxidative stress response
We carried out this study using hepatocytes as a model
system, since liver is a particularly relevant organ when we
consider ROS-related pathogenesis since liver plays a central
role in metabolic control and its drug-detoxification activities
make it a strong producer of ROS. Mitochondrial and ROS re-
lated liver dysfunctions are well characterized, and they range
from alcohol-induced liver injury to carcinogenesis (40, 57)
TLS activity heavily relies on PGC-1a
The idea that the genotoxic stress response is linked to
general metabolic control is supported by the microarray
analysis, which shows that TLS activity modulates both
metabolic and cell-control genes, and that TLS regulatory
activities are reduced in the absence of PGC-1a. A recent re-
port showed that the DNA damage response protein ATM
induces mitochondrial biogenesis, and the authors propose
that this induction could be mediated by activation of AMPK
(15). Interestingly, ATM has been shown to activate TLS (17),
and AMPK is known to activate PGC-1a (25).
FIG. 7. TLS subcellular localization in PGC-1a1/1 and
PGC-1a- /- hepatocytes. TLS subcellular localization was an-
alyzed by immunofluorescence with specific antibodies.
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Oxidative stress and DNA damage responses
are regulated by the cellular metabolic status
Findings in organisms ranging from yeast to mammals
indicate that poor DNA damage responses and increased
oxidative stress are prevalent in situations where b-oxidation
is significantly reduced (12, 47). For example, in Saccharomyces
cerevisiae (2), Schizosaccharomyces pombe (60), and Cae-
norhabditis elegans (38), starvation triggers both b-oxidation
and resistance to DNA damage; in mammals, caloric restric-
tion increases the activity of proteins like SirT1 that are known
to increase genome stability (18). However, the molecular
circuits that link these two functions have remained obscure.
Our results are thus the first to identify the interaction and
functional dependence of two factors that are key modulators
of these regulatory networks.
Other important transcription factors implicated in the
regulation of DNA damage and metabolic responses include
p53 (32, 45) and the sirtuins (particularly SirT1) (14), both of
which are activated by oxidative stress (31, 42) and have been
linked to oxidative stress protection (23, 26). Both PGC-1a and
TLS share functions with p53 and sirtuins. For example, both
SirT1 and p53 are, like TLS, recruited to sites of DNA damage
(1, 36). Direct p53-TLS interaction has not been reported, but
p53 overexpresion has been identified as a predictor of poor
prognosis in myxoid liposarcoma characterized by the pres-
ence of the TLS-C/EBP homologous protein oncogenic fusion,
suggesting a possible functional connection (4). SirT1 interacts
with and deacetylates PGC-1a, regulating its activity (35).
Further, p53 knockout mice have reduced numbers of mito-
chondria and lowered PGC-1a expression, suggesting a pos-
itive role for p53 in the regulation of PGC-1a activity or
expression (46).
The newly found link between TLS and PGC-1a is therefore
an important new contribution to the notion that a variety of
stress and metabolic signals converge to activate cell survival
or apoptosis. Towhat extent these responses are activated and
what determines the choice between survival and apoptosis
are currently intense areas of research.
Materials and Methods
Cell culture
Wild-type (TLS +/+ ) and TLS -/ - MEFs were kindly do-
nated by Dr David Ron (NYU, USA). TLS +/+ and TLS -/-
MEFs were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s me-
dium with 10% fetal bovine serum (FBS) and antibiotics.
Primary hepatocytes were isolated and cultured as previously
described (6, 44). Briefly, the liver of anesthetized mice was
first perfused with perfusion buffer (150mM NaCl, 5.5mM
KCl, 10mM HEPES pH 7.5, 25mM NaHCO3, and 0.5mM
EGTA) and then with 0.05% collagenase for 10min. Dispersed
cells were seeded onto collagen-coated plates (0.2% gelatin, 1%
collagen) and cultured in Williams E Medium (Gibco) sup-
plemented with 10% FBS, 2mM L-glutamine, 100nM dexa-
methasone, 100nM insulin, and antibiotics. Freshmediumwas
added 4h after plating. C57BL6 PGC-1a-/- mice were origi-
nally provided by Dr. Bruce Spiegelman (DFCI) and following
embryonic transfer a colony was established within the SPF
area of the CNIC animal facility. Female C57BL6 PGC-1a+/+
and PGC-1a-/- of 8–10 weeks of age were used. The animal
experimental protocols were approved by the Institutional
Animal Care and Use Committee of the CNIC. All procedures
conformed to the Declaration of Helsinki and the NIH guide-
lines for animal care and use (NIH publication No. 85-23). The
rat hepatoma cell line FAO was grown in RPMI medium
supplemented with 10% FBS, 2mM L-glutamine, and antibi-
otics. 293T cells were maintained in Dulbecco’s modified
Eagle’s medium with 10% FBS and antibiotics.
Yeast two-hybrid screen
A yeast two-hybrid screen was carried out with the Match-
maker Two-Hybrid System (Clontech). The PGC-1a CTD (aa
561-797) was cloned in the EcoR1–BamHI sites of pGBKT7 and
used as bait to screen human cDNAs fused to the Gal4 tran-
scriptional activation domain in the GADT7 vector. Thirty-two
positive colonies were selected, confirmed, and sequenced.
Three clones were found to correspond to the TLS gene.
Adenoviral infections
FAO cells, MEF, and hepatocytes were infected overnight
with adenoviral vectors at amoi of 1–50. Viruses werewashed
off and cells were harvested 24 or 48 h postinfection.
mRNA and protein were analyzed by quantitative PCR of
retro transcribed cDNA (qRT-PCR) andWB. The primers and
antibodies usedwere as described (9, 37, 54). Polyclonal a-TLS
antibody for WB was from Novus Biologicals. TLS-specific
primers for qRT-PCR were forward 5¢-CCGATACCT
GTCGTCTTGGTC-3¢ and reverse 5¢- CCTCCACCACCGC
CACCTCCT-3¢.
Immunoprecipitation and ChIP
Preparation of whole-cell extracts and immunoprecipita-
tion (IP) were carried out as described (34). Experimental
conditions for ChIP were as previously described (54). TLS
was immunoprecipitated with a monoclonal a-TLS antibody
(BD Biosciences). Coprecipitated DNA was analyzed by
qPCR using primer pairs listed in the Supplementary Data
(Supplementary Table S1). Oligos designed against the coding
sequence of b-actin were used as negative control.
Luciferase reporter assays
MEF and FAO were transfected with plasmids (Lipofecta-
mine 2000) for 8 h according to the manufacturer’s instruc-
tions. Twenty-four hours post-transfection, luciferase activity
was determined with the Dual-luciferase Reporter Assay
System (Promega).
GST-pull down assays
Recombinant GST fusion proteins were expressed from
pGEX expression vectors in E. coli (strain Bl21-DE3) and were
purifiedwith glutathione agarose (Pharmacia Biotech). Target
proteins were labeled with 35S-methionine by in vitro tran-
scription/translation using the TNT system (Promega). La-
beled proteins were incubated for 1 h at RT with 1lg GST
fusion protein immobilized on 20 ll agarose beads in 200ll of
binding buffer (20 M Tris-HCl [pH 8.0], 10% glycerol, 5mM
MgCl2, 0.5mM EDTA, 0.5mM EGTA, 2mM DTT, 0.1%–0.4%
NP-40, and 100mM KCl). Beads were washed three times
with 1ml binding buffer. Bound proteins were analyzed by
SDS-PAGE and autoradiography.
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Reactive oxygen species
Cells were labeled with CM-H2DCFDA. ROS levels were
determined by flow cytometry as described (54).
Caspase-3 activity
Fluorimetric quantification of caspase-3 activity was as
previously described (54).
Statistics
Data are expressed as means – SD. Statistical significance
was evaluated by analysis of variance or a nonparametric test,
as appropriate. Values were considered statistically signifi-
cant at p< 0.05. n‡ 3 in all experiments.
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Abbreviations Used
Ad¼ adenovirus
Ad-P¼ recombinant adenovirus encoding PGC-1a
Ad-T¼ recombinant adenovirus encoding TLS
ATM¼ ataxia telangiectasia mutated
ATPaseb¼ATP synthetase b subunit
ChIP¼ chromatin immunoprecipitation
CM-H2DCFDA¼ 5-chloromethyl-2¢ 7¢-dichlorodi-
hydrofluorescein diacetate acetyl ester
CTD¼C-terminal domain
DCF¼ 5-chloromethyl-2¢7¢-dichlorodihydro
fluorescein diacetate acetyl ester
ETC¼ electron transport chain






NRF1¼nuclear respiratory factor 1
NTD¼N-terminal domain
PGC-1a¼peroxisome proliferator activated receptor
c-coactivator 1a
Prx3, Prx5¼peroxiredoxins 3 and 5
PI¼propidium iodide
qRT-PCR¼ quantitative PCR of retro transcribed
cDNA
RBD¼RNA-binding domain
RGG¼protein domain rich in Arg-Gly-Gly
triplets
ROS¼ reactive oxygen species
RRM¼RNA recognition motif
shRNA¼ small hairpin RNA
shTLS¼TLS-specific shRNA
siRNA¼ small interference RNA
SR¼Protein domain rich in Ser and Arg
TLS¼ translocated in liposarcoma
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